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Figure 1 : Schéma général de l’hématopoïèse 
Le modèle classique de l’hématopoïèse repose sur un système pyramidal. La cellule souche 
hématopoïétique en haut de cette structure est capable de générer par des étapes de différenciation 
successives toutes les cellules matures du tissu sanguin. En bas sont représentées les cellules 
fonctionnelles de chacune des lignées regroupées dans les grandes fonctions auxquelles elles 
participent (pictographie des cellules : Wikimedia Commons, Andre). 
* Les lymphocytes T maturent dans le thymus. 
LT-CSH : CSH à long terme ; CT-CSH : CSH à court terme ; CMP : progéniteur myéloïde commun ; 








I/ LE DEVELOPPEMENT DES LYMPHOCYTES B DANS LA MOELLE 
OSSEUSE DE SOURIS : 
 
L’hématopoïèse – du grec ancien haímatos « du sang » et poíêsis « création » - est un 
processus physiologique finement régulé qui assure la production et le remplacement de tous 
les éléments figurés du sang que sont les érythrocytes, les plaquettes et les leucocytes 
comprenant les granulocytes, les monocytes/macrophages, les lymphocytes B (LB), T et NK. 
De façon schématique, les cellules du système hématopoïétique peuvent être séparées 
en quatre compartiments quantitativement inégaux et de taille croissante : les cellules souches, 
les progéniteurs, les précurseurs et les cellules matures (Figure 1). 
Lors d’une division cellulaire, une cellule souche hématopoïétique (CSH) va soit 
s’autorenouveller, soit s’engager dans un processus de différenciation irréversible qui génère 
les progéniteurs. Ces derniers, d’abord pluripotents, vont au cours des divisions successives 
continuer leur différenciation, devenir des précurseurs hématopoïétiques monopotents, puis 
finir leur maturation en acquérant des molécules spécifiques nécessaires à leur fonction de 
cellule mature dans la circulation sanguine (Figure 1). La transition entre les CSH très 
immatures et les cellules matures circulantes se fait par des processus progressifs 
d’engagement vers une voie unique de différenciation. Tout au long de ces étapes, la cellule 
acquiert de façon irréversible des caractéristiques spécifiques de sa lignée et perd, en fin de 
différenciation, sa capacité de prolifération. Le maintien des CSH et le choix d’engagement 
vers la différenciation se fait essentiellement en réponse à des facteurs extrinsèques fournis 
par le stroma et des facteurs intrinsèques qui modifient le programme génique des cellules 
pour les engager dans le processus de différenciation. 
A/ Le microenvironnement stromal médullaire 
Le siège principal de l’hématopoïèse adulte est la moelle osseuse qui se trouve dans la 
cavité intérieure des os. Celle-ci est constituée d’un cortex osseux rigide entourant une cavité 
qui contient un système vasculaire, un réseau de capillaires, des cellules d’origine 
































1/ Le stroma médullaire 
Le terme de stroma médullaire regroupe toutes les cellules d’origine mésenchymateuse 
qui composent la moelle osseuse, c'est-à-dire les ostéoblastes, les cellules formant le 
compartiment vasculaire, les adipocytes, les cellules stromales ainsi que la matrice 
extracellulaire (MEC) produite par ces cellules. Celui-ci assure l’organisation générale de la 
moelle en « niches » hématopoïétiques favorables aux cellules souches pour leur maintien, 
leur engagement dans un lignage et leur progression dans leur différenciation. 
2/ Les facteurs extrinsèques 
a. Les intégrines 
La plupart des interactions entre la MEC et les cellules de la moelle osseuse font appel 
aux intégrines. Les intégrines font parties de la famille des glycoprotéines membranaires, et 
ont une structure hétérodimérique associant deux polypeptides transmembranaires différents : 
les sous-unités α et β. Un total de 18 chaînes α et 8 chaînes β différentes, servent à constituer 
les 24 dimères fonctionnels dénombrés à ce jour. Cette diversité combinatoire permet de 
déterminer la spécificité de l’intégrine au ligand. Une intégrine donnée peut interagir avec 
plusieurs ligands différents, généralement des protéines de la MEC et des protéines 
d’adhérence exprimées à la surface des cellules. Les deux principales fonctions des intégrines 
sont : l’attachement de la cellule à la MEC et la transduction de signaux. 
Concernant les LB, il a été montré, dans des souris déficientes pour la chaine 4, un 
défaut de leur maturation puisque le développement B est bloqué à un stade précoce (Arroyo 
et al., 1996). De plus, les cellules pro-B déficientes pour 4 ne peuvent pas se fixer aux 
cellules stromales de la moelle osseuse ou proliférer in vitro (Arroyo et al., 1999). Il est 
suggéré que l’interaction entre les précurseurs et le stroma est médié respectivement par 4 et 
VCAM-1 (pour Vascular Cell Adhesion Molecule 1). Cependant les souris déficientes pour 
VCAM-1 ne présentent pas de défauts majeurs lors de l’hématopoïèse. Et il a été montré que 
VCAM-1 n'est pas essentielle pour l'interaction fonctionnelle entre les progéniteurs 
hématopoïétiques et des cellules stromales nécessaires au développement lymphoïde B in vivo 
ou in vitro. (Friedrich et al., 1996). Ces résultats suggèrent que l’intégrine 4 est essentielle 
au développement B précoce, en favorisant les interactions précurseurs/stroma probablement 
































b. Les facteurs solubles nécessaires au développement des lymphocytes B 
Les cytokines sont des petites glycoprotéines solubles sécrétées qui régulent 
l’hématopoïèse, la réponse immunitaire et l’inflammation. Leur action, par l’intermédiaire de 
récepteurs spécifiques, peut être paracrine (cellules proches), endocrine (cellules ou tissus 
distants), juxtacrine (cellules en contact) ou autocrine (sur la cellule productrice ou une cellule 
proche du même type). Bien que certaines cytokines possèdent une ou plusieurs de ces 
propriétés, la plupart d’entre elles montrent des effets additifs ou synergiques en combinaison 
avec d’autres cytokines. 
Concernant les LB, la maturation des CLP (progéniteurs lymphoïdes communs) en 
cellules pré-BII requière trois couples cytokines/récepteurs : le SCF/CD117, le Flt3L/Flt3, et 
l’IL7/IL7R. L’activité de l’IL7 est, en plus, complémentée en partie par une autre cytokine, la 
TSLP (Nagasawa, 2006).  
Les chimiokines (ou cytokines chimioattractantes) forment une famille de petites 
protéines majoritairement solubles, qui exercent leurs fonctions en se fixant sur des récepteurs 
couplés aux protéines G. Leurs fonctions les plus étudiées sont le chimiotactisme et le 
contrôle de l'état d'activation des cellules du système immunitaire. En effet, la mise en place 
de gradients chimiotactiques est à l’origine des mouvements des précurseurs 
hématopoïétiques pendant leur différenciation puis de la migration des cellules matures vers 
le sang. 
Concernant les LB, le couple chimiokine/récepteur CXCL12/CXCR4 semble être 
essentiel à leur développement. Initialement la chimiokine CXCL12 (ou SDF-1 pour stromal 
cell derived factor 1) a été caractérisée comme un facteur de croissance des précurseurs B au 
sein de la moelle osseuse (Nagasawa et al., 1994), mais ce n’est pas son seul rôle. En effet, les 
souris déficientes pour l’un ou l’autre de ses deux acteurs meurent à la naissance et présentent 
des défauts dans la migration des neurones, dans la vascularisation des organes, dans la 
cardiogenèse et dans la colonisation de la moelle osseuse par les progéniteurs 
hématopoïétiques (Lazarini et al., 2003; Nagasawa et al., 1996; Tachibana et al., 1998; Zou et 
al., 1998). Cependant le double rôle de ce couple à la fois comme facteur de croissance pour 
les progéniteurs B et agent chimioattractant a été mis en évidence dans un modèle de souris 
adultes reconstituées avec des cellules de foie fœtal déficientes pour CXCL12 ou CXCR4. 
Cette étude a montré la dépendance des progéniteurs B à CXCL12 tant pour leur prolifération 











Figure 2 Différentes niches stromales au sein de la moelle osseuse au cours de la 
différenciation B. 
Les CSH sont situées près des celules endothéliales, près des ostéoblastes ou près des cellules 
stromales CXCL12+. Les cellules pré-pro-B sont retrouvées au contact des cellules stromales 
CXCL12+. Les cellules pro-B migrent ensuite vers les cellules stromales IL7+ où elles prolifèrent et 
se différencient en pré-BI. Les cellules pré-BII se situent sur les cellules stromales GAL-1+. Enfin, les 
cellules B immatures sont au contact des cellules stromales Thy1dullDX5+. Au stade terminal de la 
différenciation, les plasmocytes retournent dans la moelle osseuse au contact des cellules stromales 







progénitrices dans la moelle osseuse et leur augmentation dans le sang ont été observé, ce qui 
suggère que CXCL12 est impliquée dans la rétention des progéniteurs dans la moelle osseuse 
(Ma et al., 1998). Enfin, le retour des plasmocytes dans la moelle osseuse est dépendant de la 
voie CXCL12/CXCR4 (Hargreaves et al., 2001). 
3/ Les niches stromales impliquées dans le développement des cellules B
Depuis la fin des années 1960, le rôle actif des cellules stromales dans la régulation de 
la différenciation des CSH est admis et nécessite des interactions entre les deux types 
cellulaires (Trentin, 1971; Wolf and Trentin, 1968). Le stroma médullaire a alors été qualifié 
d’« Hematopoietic Inductive Microenvironment » (HIM).  
Ce n’est qu’en 1978 que le terme de niche hématopoïétique fut employé pour la 
première fois par Schofield (Schofield, 1978). Il propose, pour compléter la notion de HIM, 
l’existence d’une niche spécifique des CSH capable de contrôler leur engagement en 
différenciation et leur permettant de proliférer tout en maintenant leur potentiel souche. 
Actuellement, l’existence et/ou la coexistence d’une niche ostéoblastique (ou endostéale) et 
d’une niche vasculaire font débat. Plusieurs modèles sont ainsi proposés concernant 
l’existence de CSH au sein des niches ostéoblastiques et vasculaires (Kiel and Morrison, 
2008). Un relatif consensus voudrait que la niche ostéoblastique soit spécialisée dans le 
maintien et la quiescence des CSH à long terme et, qu’au contraire, la niche vasculaire 
permette la mobilisation, la différenciation et la prolifération de celles-ci (Kopp et al., 2005). 
Concernant les LB, des niches médullaires ont également été décrites pour chaque 
stade de la différenciation B, des CSH aux plasmocytes (Figure 2). 
Les cellules pré-pro-B sont dispersées à travers la moelle osseuse, et sont situées au 
contact des cellules stromales qui expriment la chimiokine CXCL12 et le récepteur VCAM-1. 
Elles expriment fortement le récepteur CXCR4 à leur surface, et induisent, en réponse à la 
fixation de CXCL12, une augmentation significative de leur adhérence sur les cellules 
stromales VCAM-1+, par l’intermédiaire de l’intégrine VLA-4. Contrairement aux cellules 
sécrétant l’IL7 (IL7+), les cellules sécrétant CXCL12 (CXCL12+) n’expriment pas les ligands 
de Notch-1 (Delta-like-1 et Jagged-1), et participent donc au maintien des progéniteurs dans 

































Les cellules pro-B / pré-BI expriment faiblement le récepteur CXCR4 et ne sont plus 
sensibles au chimiotactisme induit par CXCL12, ce qui pourrait être à l’origine de leur 
libération de la niche des cellules pré-pro-B vers une autre niche. Les cellules pro-B / pré-BI 
sont retrouvées au contact des cellules stromales IL7+ CXCL12-, qui sont dispersées à travers 
la moelle osseuse (Tokoyoda et al., 2004). Elles sont enfin mitotiquement actives et 
nécessitent de l’IL7 pour leur prolifération et leur survie (von Freeden-Jeffry et al., 1995). 
Ainsi, seules les cellules migrant vers des zones riches en IL7 poursuivent leur 
différenciation. 
Les cellules pré-BII ne sont pas retrouvées au contact des cellules CXCL12+ ou IL7+ 
(Tokoyoda et al., 2004). Effectivement, l’expression en surface du pré-BCR les rend moins 
dépendantes à l’IL7, ce qui permet à ces cellules de migrer vers une autre niche stromale 
(Fleming and Paige, 2001). Des travaux du groupe du Pr. Claudine Schiff ont démontré in
vivo l’existence d’une niche spécifique des cellules pré-BII (Espeli et al., 2009). Ces cellules 
adhèrent aux cellules stromales exprimant la galectine 1 (GAL-1). GAL-1 fait partie de la 
sous-famille des galectines prototypes, c'est-à-dire qu’elle contient seulement un domaine 
CRD (pour Carbohydrate Recognition Domain) par sous-unité et qu’elle est fonctionnelle 
sous la forme d’un homodimère non covalent. La GAL-1 a été identifiée comme un ligand du 
pré-BCR via une interaction avec l’extra-boucle de λ5 (Gauthier et al., 2002). Ils ont 
également montré que ces cellules GAL-1+ expriment le récepteur ICAM-1 (capable 
d’interagir avec l’intégrine LFA-1 exprimée à la surface des pré-BII) et n’expriment pas le 
récepteur VCAM-1. Cette synapse est donc dépendante de l’interaction directe GAL-1/λ5 et 
des interactions GAL-1/intégrines, éléments à la fois présents sur les cellules stromales et sur 
les cellules B (Espeli et al., 2009).  
Au passage au stade des cellules B immatures, les cellules expriment le B-cell receptor 
(BCR) à leur surface. Le devenir des cellules B immatures, c'est-à-dire le blocage de leur 
développement ou leur export vers la périphérie, est en partie déterminé par des signaux 
extrinsèques, provenant du microenvironnement médullaire. Les cellules B auto-réactives 
seront maintenues dans la moelle osseuse le temps d’effectuer les réarrangements secondaires. 
Les cellules B immatures auto-réactives sont protégées de la mort cellulaire grâce aux cellules 
stromales Thy1dull DX5+ (Sandel et al., 2001), qui induisent l’expression des gènes RAG et 
le réarrangement des gènes des chaines légères des immunoglobulines (IgL) au deuxième 
































Après leur migration dans la rate, les cellules B nouvellement formées se différencient 
en cellules B matures folliculaires et en cellules B de la zone marginale. Les cellules B 
matures folliculaires acquièrent la capacité de recirculer vers les organes lymphoïdes 
secondaires à la recherche d’antigènes. Elles peuvent aussi retourner vers la moelle osseuse, 
qui leur fournit une niche extravasculaire péri-sinusoïdale. Elles ont alors facilement accès 
aux pathogènes véhiculés par le sang et peuvent ainsi contribuer, par la sécrétion d’IgM, aux 
réponses T-indépendantes (Cariappa et al., 2007; Cariappa et al., 2005). 
Au stade ultime de la différenciation B, les plasmocytes-longue vie retournent dans la 
moelle osseuse où ils peuvent survivre des années, dans un stade non prolifératif mais en 
sécrétant des grandes quantités d’anticorps (Janossy et al., 1977). Dans la moelle osseuse, les 
plasmocytes sont situés au contact des cellules stromales CXCL12+/VCAM1+ (Cassese et al., 
2003; Tokoyoda et al., 2004), suggérant que les plasmocytes et les cellules pro-B partagent la 
même niche stromale médullaire. Elles sont de plus retrouvées au contact des mégakaryocytes 
(Winter et al., 2010), précédemment décrits comme étant capables de sécréter in vitro des 
facteurs de survie des plasmocytes, IL6 et APRIL (Bonci et al., 2004; Wickenhauser et al., 
1995). 
B/ Les facteurs intrinsèques impliqués dans la différenciation hématopoïétique  
Chez les eucaryotes, la régulation transcriptionnelle des gènes dépend essentiellement 
des éléments cis-régulateurs (promoteur, enhancer et silencer) et des éléments trans-
régulateurs que sont les facteurs de transcription (FT). 
1/ Les éléments trans-régulateurs 
Les facteurs de transcription sont des protéines capables, via leur domaine de liaison à 
l’ADN, de se fixer sur les séquences cis-régulatrices (promoteur, enhancer et silencer) de 
gènes dont ils modulent la transcription. Cette régulation peut être positive et/ou négative, et 
passer par les mécanismes suivants: stabiliser ou bloquer la liaison de l’ARN polymérase à 
l’ADN, réguler directement ou via d’autres protéines l’acétylation ou la désacétylation des 
histones et enfin, recruter des co-activateurs ou des co-répresseurs sur les complexes de 
transcription. 
Ces éléments trans-régulateurs sont des protéines présentant au moins deux domaines 































répresseur de la transcription. Plusieurs familles de facteurs de transcription ont été définies 
sur la base de la structure des domaines de liaison à l’ADN. Les plus importantes étant les 
familles de protéines à doigts de zinc, Hélice-Tour-Hélice et Hélice-Boucle-Hélice. Ces 
derniers lient le génome via des domaines de liaison à l'ADN conservés appelés 
respectivement : domaines à doigts de zinc, homéodomaines et domaines hélice-boucle-hélice 
(Vaquerizas et al., 2009). Chacune de ces classes de FTs contient plusieurs membres, par 
exemple, chez l'Homme, il y a plus de 650 protéines à doigts de zinc, ~ 250 protéines à 
homéodomaines et ~ 80 protéines hélice-boucle-hélice (HBH) (Vaquerizas et al., 2009). 
Durant la lymphopoïèse, la balance entre les différents facteurs de transcription va 
permettre l’engagement vers une lignée définie. Leur expression doit être finement régulée 
dans le temps. En effet, il a été démontré en modèle murin que leur ordre d’expression est 
déterminant pour l’engagement et la maturation des cellules (Iwasaki et al., 2006). Les 
facteurs de transcription impliqués dans la lymphopoïèse B seront détaillés plus loin dans ce 
manuscrit. 
2/ Les séquences cis-régulatrices 
a. La région promotrice 
La région promotrice est située en amont de la séquence codante du gène. Elle est 
composée du promoteur dit minimal et des séquences régulatrices proximales. 
Le promoteur minimal est défini comme le plus petit fragment d’ADN nécessaire et 
suffisant pour permettre un niveau basal d’initiation de la transcription par l’ARN polymérase 
II in vitro sur une matrice d’ADN nue. Il est composé d’un site d’initiation de la transcription 
TSS (pour Transcription Start Site) défini comme le point +1 (les chiffres négatifs désignent 
les nucléotides en amont de celui-ci et les chiffres positifs ceux en aval) et de la TATA box 
située à environ 25pb en amont de celui-ci (Sandelin et al., 2007). 
D’autres éléments proximaux, situés entre 100 et 200 pb en amont du promoteur 
minimal, sont également impliqués dans la régulation transcriptionnelle. Cette région contient 
de nombreux sites de reconnaissance spécifique de facteurs de transcription. On trouve 
notamment les CCAAT box sur lesquelles se fixent les activateurs transcriptionnels tels que 
par exemple C/EBP (pour CCAAT/ Enhancer Binding Protein) (Ramji and Foka, 2002) mais 










Figure 3 : Trois mécanismes proposés pour expliquer l’action des enhancers sur les 
régions promotrices. 
Les flèches noires indiquent les directions employées par la protéine régulatrice pour parvenir à établir 
la communication avec les facteurs se liant au promoteur. Les ronds blancs représentent les protéines 
régulatrices, les ronds noirs les facteurs de transcription et les ronds gris les protéines coopératives. 
Les ovales blancs représentent les protéines de liaison. Les rectangles représentent les sites de fixation 
sur l’ADN. D’après (Bondarenko et al., 2003) 
A/ Modèle du « looping » : la protéine régulatrice se fixe directement au facteur de transcription lié 
au promoteur grâce à la courbure de la chromatine (2) ou recherche sa cible sur l’ADN soit par un 
mécanisme de saut (1), soit par un mécanisme de balayage (3). 
B/ Modèle du « tracking » : la protéine régulatrice scanne l’ADN jusqu’à rencontrer le facteur de 
transcription. 
C/ Modèle du « spreading/looping » : la protéine régulatrice se lie directement ou via une protéine de 
liaison à une autre protéine régulatrice située en aval sur la chromatine. Ceci provoque une réaction en 
chaîne où les interactions protéine-protéine se succèdent, aidées encore une fois par la courbure de la 
chromatine. 
La fixation d’une protéine au niveau du promoteur n’est néanmoins pas toujours nécessaire pour 
l’action de la séquence régulatrice. En effet, les facteurs de transcription peuvent être d’abord 







machinerie de base de la transcription notamment via la fixation de l’activateur Sp1. Les îlots 
CpG sont essentiellement retrouvés au niveau des gènes de ménage, gènes transcrits dans 
toutes les cellules, et principalement dans les promoteurs dépourvus de boîte TATA et 
d’élément DPE (pour Dowstream Promoter Element) (Blake et al., 1990; Brandeis et al., 
1994). 
b. Les séquences régulatrices distales 
Il existe, chez les eucaryotes, deux types d’éléments régulateurs distaux : les enhancers 
lorsqu’ils ont un rôle activateur, et les silencers lorsqu’ils répriment la transcription. Ces 
séquences peuvent être situées en amont ou en aval du TSS, aussi bien au niveau des exons 
que des introns, et peuvent exercer leur influence sur des distances de plusieurs centaines de 
kilobases (kb) du TSS (Jack et al., 1991). Ils sont généralement composés de séquences 
consensus sur lesquelles se lient des protéines de régulations qui collaborent avec les facteurs 
de transcription liés au promoteur pour définir l’état actif ou inactif du gène. 
Les protéines régulatrices et les facteurs de transcription étant séparés de plusieurs 
centaines de kb, la cellule a dû développer un mécanisme pour permettre leur interaction. 
Trois hypothèses ont été proposées (Figure 3). Selon le modèle appelé « looping », des 
facteurs liés à l’enhancer pourraient reconnaître une protéine fixée sur le promoteur, formant 
ainsi une boucle au niveau de l’ADN. Le modèle désigné sous le nom de « tracking » propose 
qu’un facteur de régulation lié à l’enhancer puisse parcourir l’ADN jusqu’à trouver son co-
facteur protéique lié au promoteur. Le dernier modèle, qualifié de « spreading/looping », 
suggère qu’un ensemble de facteurs puissent organiser l’ADN en une série de boucles afin de 
rapprocher promoteur et enhancer (Bondarenko et al., 2003). 
Certains facteurs généraux de transcription, ainsi que l’ARN Pol II, ont également été 
retrouvés fixés au niveau de l’enhancer. Dans ce cas, le complexe de préinitiation se formerait 
en premier lieu sur la séquence régulatrice distale avant d’être amené à reconnaître le 
promoteur par un mécanisme de courbure de l’ADN par exemple (Szutorisz et al., 2005). 
D’autres processus que le contact direct entre protéines décrit ci-dessus peuvent avoir 
lieu pour permettre la régulation de la transcription par les enhancers ou les silencers 
(Blackwood and Kadonaga, 1998). Ces séquences peuvent en effet être la cible de protéines 
dotées d’une activité enzymatique leur permettant de modifier covalemment diverses 
































Ces mêmes modifications peuvent également avoir lieu au niveau des histones et 
altérer la structure de la chromatine, rendant certaines régions plus ou moins accessibles à 
d’autres cofacteurs. D’autres protéines sont également capables de modifier la mobilité des 
nucléosomes pour, ici encore, contrôler l’accessibilité de certains sites au niveau de l’ADN. 
Le niveau de torsion de la double hélice d’ADN peut aussi varier sous l’influence de protéines 
régulatrices se fixant aux séquences régulatrices distales. Enfin, les domaines de régulation 
pourraient induire la relocalisation du gène dans une région du noyau riche en facteurs 
déstabilisants pour la compaction de la chromatine, et entraîner l’activation de la transcription 
du gène (Akhtar and Gasser, 2007). 
Afin d’éviter que l’influence d’une séquence régulatrice distale ne s’étende au-delà du 
locus ou de l’ensemble des promoteurs qu’elle doit réguler, il existe entre les gènes des 
séquences d’ADN appelées insulateurs, reconnues par des complexes protéiques jouant le rôle 
de barrière (Kuhn and Geyer, 2003). 
3/ Modifications épigénétiques et régulation transcriptionnelle 
 L’état transcriptionnel d’un gène est déterminé par l’état chromatinien. 
On distingue classiquement deux types de chromatine en fonction de critères structuraux et 
fonctionnels :  
- l’euchromatine qui est la forme décondensée et donc transcriptionnellement active de la 
chromatine (on parle également de région ouverte ou relachée).  
- l’hétérochromatine qui est la forme condensée et donc transcriptionnellement inactive de la 
chromatine (on parle également de région fermée ou compactée).  
Les éléments qui permettent de déterminer l’état de la chromatine reposent 
essentiellement sur des modifications épigénétiques. Celles-ci sont assimilables à un outil de 
contrôle de l’expression des gènes au sein d’une cellule sans modification de la séquence 
génomique. Elles correspondent essentiellement aux méthylations de l’ADN et aux 















Figure 4 : Principales modifications post-traductionnelles des histones.  
Adapté de (Margueron et al., 2005). 
L’extrémité N-terminale de chaque histone a été détaillée de même que l’extrémité C-terminale des 
histones H2A et H2B. Sont répertoriées les modifications de type acétylation (drapeau bleu), 
méthylation (drapeau rouge), phosphorylation (drapeau vert), ubiquitination (drapeau jaune) et ADP-
ribosylation (drapeau blanc) ayant été identifiées in vivo. L’emplacement des acides aminés modifiés 










a. La méthylation de l’ADN 
Chez les mammifères, la méthylation de l’ADN a lieu sur une cytosine presque 
exclusivement dans le contexte de dinucléotides CpG, et la plupart de ces CpG au sein du 
génome sont méthylés (Weber and Schübeler, 2007). Ces dinucléotides sont inégalements 
répartis dans le génome et sont sous-représentés sauf dans les îlots CpG en amont des régions 
promotrices. 
La méthylation de l’ADN est généralement associée à un état répressif de la 
chromatine et à une inhibition de l’activité du promoteur sur lequel elle prend place. Deux 
modèles de répression par la méthylation de l’ADN ont été proposés. Selon le premier, la 
méthylation de la cytosine peut empêcher la liaison de facteurs de transcription comme Sp1 
sur leur séquence de reconnaissance au niveau du promoteur. Le deuxième modèle suggère 
que la méthylation de l’ADN affecte indirectement l’état de la chromatine grâce au 
recrutement de protéines se liant aux CpG méthylés : les MBPs (pour Methyl-CpG-Binding 
Proteins) (Klose and Bird, 2006). Une caractéristique commune des MBPs est de pouvoir 
recruter, au niveau des CpG méthylés, des complexes ayant des activités de modifications 
post-traductionnelles des histones, notamment des histone-déacétylases (HDAC) qui 
conduisent à la compaction de la chromatine et par conséquence à la répression de l’activité 
transcriptionnelle. 
b. Les modifications post traductionnelles des queues terminales des histones 
On dénombre au moins 9 types de modifications différentes au niveau des histones 
(Kouzarides, 2007). A ce jour, les modifications les plus étudiées sont l’acétylation, la 
méthylation, la phosphorylation, l’ubiquitination et l’ADP-ribosylation (Figure 4), mais 
d’autres modifications telles que la sumoylation, la déimination, la biotination ou 
l’isomérisation ont également été décrites.  
 (i) L’acétylation des histones consiste au transfert d’un groupement acétyle (COCH3) 
à partir d’une molécule d’acétyl-coenzyme A vers le groupement ε-aminé d’un résidu lysine 
(K). Elle est catalysée par les histone-acétyltransférases (HAT) tandis que la réaction inverse 














Figure 5 : Profil de distribution de certaines modifications d’histone dans le contexte de 
la régulation de la transcription.  
D’après(Li et al., 2007). 
La distribution des histones et leurs modifications sont réparties le long d’un gène arbitraire divisé en 
trois zones principales : la région intergénique en 5’ (5’IGR pour Intergenic Region), la région 
transcrite (ORF pour Open Reading Frame) et la région intergénique en 3’ (3’IGR). Les courbes 
représentent les différents profils obtenus par des analyses à l’échelle génomique. Les rectangles 
signifient que les données ne sont basées que sur un nombre d’études limité. A l’exception des 
méthylations de H3K9 et H3K27, la plupart des données ont été obtenues chez la levure.  
Le degré de la méthylation et de l’ubiquitination est indiqué après la désignation de la modification. 
me : méthylation ; ac : acétylation ; ub : ubiquitination ; sumo : sumoylation. + : activation de la 








Depuis plus de 40 ans, l’acétylation des histones est associée à l’activation de la 
transcription (ALLFREY et al., 1964). Le mécanisme par lequel l’acétylation des histones 
contrôle l’expression des gènes peut reposer sur deux stratégies. La première est que 
l’addition du groupement acétyle sur une lysine de l’extrémité N-terminale neutralise la 
charge positive de la chaîne radicale de l’acide aminé, et ainsi affaiblie le contact avec la 
molécule d’ADN chargée négativement. La mobilité des nucléosomes en serait augmentée et 
les promoteurs deviendraient plus accessibles à la machinerie transcriptionnelle (Kingston and 
Narlikar, 1999). Une autre alternative est basée sur le recrutement de protéines capables de 
reconnaître spécifiquement les lysines acétylées (Yang, 2004). 
(ii) La méthylation des histones consiste en une réaction de transfert d’un groupement 
méthyle, apporté par une molécule de S-adénosine-méthionine (SAM), vers un résidu lysine 
ou arginine (R). Elle est catalysée par les histones méthyltransférases (HMT) ou les arginine-
méthyltransférases de protéines (PRMT pour Protein aRginine MethylTransferase) (Trievel, 
2004) et enlevée par les histones déméthylases (HDM) (Shi and Whetstine, 2007). 
La méthylation des histones peut aboutir aussi bien à une activation qu’à une 
répression de l’expression des gènes ceci en fonction du résidu méthylé, du nombre de 
méthylation et de sa position (Figure 5). Ainsi à titre d’exemple, la méthylation de la lysine 4 
de l’histone H3 est corrélée à une activation de la transcription, tandis que celle de la lysine 9 
va de pair avec une répression de la transcription. 
4/ Différentes méthodes d’identification des éléments régulateurs 
Afin de déterminer précisément la localisation des séquences régulatrices, il faut 
commencer par rechercher les zones chromatiniennes ouvertes, capables de fixer les éléments 
trans-régulateurs. Plusieurs techniques permettent de rechercher ces séquences régulatrices en 
analysant le degré d’ouverture de la chromatine:  
a. Hypersensibilité à la DNase I 
Utilisée à faible concentration, la DNase I agit comme une enzyme de restriction et 
permet ainsi de détecter les sites dits hypersensibles. La technique dite « d’hypersensibilité à 
la DNase » repose sur le fait que seules les régions chromatiniennes actives sont accessibles à 
cette enzyme. En effet la chromatine condensée n’est pas accessible à la DNase I. Cette 































les régions les plus actives du génome. Celles-ci correspondent généralement aux régions 
régulatrices.  
b. Immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) 
Brièvement, la ChIP consiste en une fixation covalente des protéines liées à l’ADN par 
du formaldéhyde suivie d’une fragmentation de la chromatine par sonication. Puis, la 
chromatine est immunoprécipitée par les anticorps ciblant le facteur étudié. Les protéines liées 
à l’ADN sont éliminées et l’ADN génomique est purifié. La détection des fragments d’ADN 
immunoprécipités est réalisée soit par PCR quantitative utilisant différents couples d’amorces 
situés le long du locus du gène étudié, soit par séquençage à haut débit (on parle alors de 
ChIP-Seq). Ces fragments peuvent également être hybridés sur une puce (pan-génomique ou à 
promoteur) (on parle alors de ChIP on chip). Cette technique peut être utilisée pour dresser le 
profil d’acétylation ou de méthylation des histones via l’utilisation d’anticorps adéquats.  
c. Traitement au bisulfite de sodium 
Suite à un traitement de l'ADN génomique au bisulfite de sodium, les résidus cytosine 
(C) non-méthylés sont convertis en résidus uracile (U) (lesquels sont convertis en résidus 
thymine (T) après amplification). Diverses technologies permettent d'établir les ratios C/T des 
sites CpG (lesquels correspondent au degré de méthylation) de régions ciblées ou du génome 
entier. 
d. Prédiction bioinformatique 
De nos jours de nombreux algorithmes ont été développés pour prédire in silico les 
séquences régulatrices. Plusieurs approches sont possibles en fonction de l’objectif poursuivi 
et des données de départ :  
- A partir des séquences de plusieurs gènes ou même d’un génome entier, on peut rechercher 
dans les régions promotrices les séquences qui sont surreprésentées. C’est une approche de 
découverte de motifs (pattern discovery). Les motifs ainsi découverts, sont des éléments de 
régulation potentiels. 
- A partir des modèles de description des sites de fixation d’un facteur de transcription connu 
































ou dans le génome entier toutes les occurrences des motifs qui correspondent au modèle de 
description. C’est une approche de localisation de motifs (pattern matching). 
- Quand les génomes de plusieurs espèces sont disponibles, on peut partir des séquences 
génomiques de gènes orthologues et rechercher les séquences conservées dans leurs régions 
promotrices. Les séquences régulatrices, de par leur fonction, sont soumises à une pression 
sélective qui fait qu’elles apparaissent conservées entre espèces phylogénétiquement proches, 
par rapport aux séquences non fonctionnelles qui les entourent. C’est l’approche de 
l’empreinte phylogénétique (phylogenetic footprinting). 
Pour une revue complète voir (van Helden, 2003). 
e. Analyse par délétions 
Lorsque l’on soupçonne l’existence d’un élément régulateur dans une région connue, 
on peut cloner cette région dans un vecteur d’expression en amont d’un gène rapporteur. 
L’expression du gène rapporteur est alors considérée comme une référence. On créé ensuite 
des mutants de délétion dans cette région jusqu’à modifier l’expression du gène rapporteur par 
rapport à la construction contenant la région entière. La région délétée contient alors sans 
doute un élément régulateur.  
C/ L’engagement dans la lignée B et le développement précoce des lymphocytes B  
1/ Des cellules souches hématopoïétiques aux progéniteurs lymphoïdes communs 
Les CSH ont été décrites pour la première fois dans les années 1970 (Schofield, 1978). 
Elles sont définies par trois propriétés fondamentales :  
- l’autorenouvellement, c'est-à-dire la capacité de se diviser à l’identique sans se différencier, 
propriété essentielle au maintien d’un nombre constant de CSH tout au long de la vie. 
- la multipotence, c'est-à-dire la capacité à se différencier en n’importe quelle cellule mature 
du sang, essentielle à la production de tous les types cellulaires. 
- la reconstitution in vivo d’une hématopoïèse normale, c’est-à-dire la capacité après injection 
au sein d’un organisme en aplasie médullaire de générer toutes les cellules hématopoïétiques 














Figure 6 : Modèles de division et de différenciation des CSH en fonction de son 
environnement.  












Deux types de CSH ont été caractérisés en fonction de leur capacité 
d’autorenouvellement: les CSH à long terme (LT-CSH) et les CSH à court terme (CT-CSH) 
(Morrison et al., 1997). Les CT-CSH, contrairement aux LT-CSH, ont une capacité 
d’autorenouvellement réduite et par conséquent ne peuvent maintenir l’hématopoïèse que 
durant 6 semaines avant leur épuisement. Ces deux types de CSH conservent leur 
multipotence et peuvent de façon équivalente générer des colonies dans la rate (CFU-S pour 
Colony Forming Unit-Spleen) (Yang et al., 2005). 
Le maintien d’un nombre constant de CSH est indispensable au maintien d’une 
hématopoïèse normale tout au long de la vie d’un individu. L’intégrité de ce réservoir dépend 
de trois équilibres étroitement régulés par des mécanismes complexes entre : survie et 
apoptose, prolifération et quiescence, différenciation et auto-renouvellement. 
Deux modèles de division des CSH coexistent (Figure 6). La division dite symétrique 
qui permet d’amplifier un compartiment hématopoïétique précis, et selon laquelle la cellule 
mère génère deux cellules filles identiques. La division dite asymétrique, moins fréquente 
(estimée entre 3 et 17%), impliquée dans les processus de différenciation, et selon laquelle la 
cellule mère génère après division une cellule fille ayant conservé sa capacité 
d’autorenouvellement (CSH) et une autre étant engagée dans le processus de différenciation 
(progéniteur) (Ho, 2005; Morrison and Kimble, 2006). Cette asymétrie peut être obtenue par 2 
mécanismes : l’un, pré-divisionnel, conduisant lors de la mitose à une redistribution inégale 
des constituants du cytoplasme (ARNm et/ou protéines), l’autre, post-divisionnel, lié à 
l’exposition des cellules filles à des environnements différents fournissant à chacune des 
signaux extrinsèques différents (Giebel and Bruns, 2008; Wilson and Trumpp, 2006). 
Il existe deux modèles permettant de comprendre le choix d’engagement d’une cellule 
souche vers un lignage donné (Figure 6). Le modèle dit déterministe ou extrinsèque, selon 
lequel la différenciation hématopoïétique est contrôlée par le microenvironnement des CSH, 
aussi bien par des facteurs anatomiques (interactions avec d’autres types cellulaires ou avec la 
matrice extracellulaire) qu’humoraux (facteurs de croissance) (Müller-Sieburg et al., 2002). 
Le modèle stochastique ou intrinsèque est en faveur d’une différenciation des CSH 
gouvernée par l’expression aléatoire et autonome d’un programme génétique spécifique d’un 







Figure 7 : Modèles de l’hématopoïèse précoce 
A/ Modèle classique de l’hématopoïèse : Dans ce modèle, les CLP et CMP dérivent symétriquement 
de la même MMP. 
B/ Modèle révisé de l’hématopoïèse : Dans ce modèles, les CLP et CMP dérivent de façon 
asymétrique des différentes populations de MPP. Les progéniteurs perdent graduellement leur 
potentiel myéloïde au cours de la différenciation vers les cellules B. 
LT-CSH : Cellule souche hématopoïétique à long terme ; CT-CSH : Cellule souche hématopoïétique à 
court terme ; MPP : progéniteur multipotent ; CLP : progéniteur lymphoïde commun ; CMP : 
progéniteur myéloïde commun ; MEP : progéniteur mégakaryocyte/érythrocyte ; GMP : progéniteur 
granulocyte/macrophage ; LMPP : lymphoïde primed MPP ; ELP : progéniteur lymphoïde précoce ; 






Au cours de l’hématopoïèse, les LT-CSH produisent les CT-CSH qui génèrent à leur 
tour des progéniteurs multipotents (MPP) incapable de s’autorenouveller. Ceci nous amène 
donc aux deux modèles prépondérants, existant aujourd’hui, qui ont été proposés pour 
expliquer la différenciation à partir des MPP (Figure 7). 
Le premier est le modèle dit « classique » dans lequel les CLP et les progéniteurs 
myéloïdes communs (CMP) dérivent du MPP de façon symétrique et constituent la première 
étape irréversible de l’engagement des cellules vers un lignage déterminé (Akashi et al., 2000; 
Kondo et al., 1997) (Figure 7A).  
Le second modèle, plus récent, sépare les MPP en 3 sous-populations distinctes en 
fonction de l’expression des marqueurs Flt3 et VCAM1 (Lai and Kondo, 2006; Lai et al., 
2005) (Figure 7B). Les cellules Flt3low correspondent au MPP du modèle classique. Les 
cellules Flt3hight VCAM1+, appelé LMPP (pour lymphoïd primed-MPP), dérivent directement 
du MPP et constituent un progéniteur bipotent pour les progéniteurs lymphoïdes précoces 
(ELP) et les progéniteurs granulocytes/macrophages (GMP). En effet, ils peuvent s’engager 
vers le lignage lymphoïde ou myéloïde mais ont perdu leur capacité à se différencier en 
progéniteurs mégacaryocytes/érythrocytes (MEP) (Adolfsson et al., 2005). Les cellules 
Flt3hight VCAM1-, appelé ELP (pour early lymphocyte progenitor), sont à l’origine des CLP. 
En effet, ils produisent principalement des lymphocytes in vivo bien qu’ils soient capables in 
vitro de se différencier en GMP (Igarashi et al., 2002). Dans ce modèle, les progéniteurs 
lymphoïdes perdent progressivement leur potentiel de différenciation vers le lignage myéloïde 
tout au long de l’hématopoïèse. 
2/ Des progéniteurs communs à l’engagement dans le lignage B 
D’après le modèle « classique », les lymphocytes B, T et NK dérivent directement du 
CLP (Figure 7A). Cependant, plusieurs études ont montré que la différenciation vers le 
lignage B ou le lignage T s’effectue en amont du CLP. En effet, les CLP injectés par voie 
intraveineuse contribuent très faiblement à la lymphopoïèse T (Lai and Kondo, 2007). De 
plus, les progéniteurs T du thymus (ETP pour earliest T lineage progenitors) n’expriment pas 
le récepteur à l’IL7 qui est le marqueur principal des CLP (Allman et al., 2003). Par contre, 
après injection de ELP par voie intraveineuse on observe un fort potentiel de différenciation 














Figure 8 : Les facteurs de transcription impliqués dans la régulation de l’entrée dans le 
lignage B  











Les ELP donneraient donc, d’une part les CLP, à l’origine de la lignée lymphoïde B 
dans la moelle osseuse, et d’autre part les ETP, à l’origine de la lignée lymphoïde T dans le 
thymus (Figure 7B). 
3/ Les facteurs de transcription impliqués dans la génération des lymphocytes B 
L’engagement des CSH en lymphocytes B dépend d’un réseau complexe de facteurs 
de transcription tels que PU.1, Ikaros, E2a, Ebf1 et Pax5 (Figure 8). 
La cinétique d’action de ces différents facteurs de transcription au cours de la 
lymphopoïèse a été essentiellement déterminée à l’aide de souris invalidées pour ces facteurs 
de transcription. 
a. La régulation de l’entrée dans la lignée lymphoïde 
L’engagement précoce vers le lignage lymphoïde est permis grâce à PU.1 et Ikaros. 
Ces deux facteurs de transcription sont exprimés par les différentes cellules lors de 
l’hématopoïèse et notamment des CSH aux CLP, mais également dans les cellules myéloïdes 
différenciées. La perte d’un seul de ces facteurs bloque l’entrée dans la lignée lymphoïde.  
Les souris déficientes pour le gène Ikzf1 (codant le facteur de transcription Ikaros) sont 
dépourvues de cellules B, T et NK et également de leurs progéniteurs respectifs 
(Georgopoulos et al., 1994), mais les lignées érythroïdes et myéloïdes ne sont pas affectées 
(Klug et al., 1998). En effet, Ikaros joue un rôle crucial dans la maturation des LMPP en ELP 
puis en CLP. Les LMPP Ikaros-/- n’expriment pas les protéines essentielles à la différenciation 
lymphoïde telles que le Flt3, le récepteur à l’IL7 et les protéines Rag1 et Rag2 (Yoshida et al., 
2006). Au niveau mécanistique, Ikaros active l’expression de Flt3 et inhibe l’expression des 
gènes spécifiques à l’engagement vers la voie myéloïde (Nichogiannopoulou et al., 1999).  
Les souris déficientes pour PU.1 meurent durant la gestation (aucun embryon viable 
n’est détecté après le 18ème jour de la gestation). Cependant, l’étude des embryons PU.1-/- a 
révélé un défaut dans la production des progéniteurs des lymphocytes B, des lymphocytes T, 
des granulocytes, des monocytes et des ostéoclastes. Les effets de PU.1 dépendent de son 
niveau d’expression. Faiblement exprimé, PU.1 favorise la différenciation des LMPP vers le 
lignage lymphoïde alors que fortement exprimé il favorise la différenciation myéloïde 
































b.  La régulation génique de l’entrée dans la lignée lymphoïde B 
Après leur engagement dans la lignée lymphoïde, le passage du CLP aux cellules pré-
pro-B est également dépendant de plusieurs facteurs de transcription, notamment PU.1, E2a, 
Ebf1 et Pax5. 
Les progéniteurs Pax5-/- de la moelle osseuse expriment les facteurs de transcription 
E2a et Ebf1 ainsi que plusieurs gènes cibles B-spécifiques, alors que dans les progéniteurs 
E2a
-/- ou Ebf1-/- aucun transcrit de Pax5 n’est détecté. Ceci montre que les facteurs de 
transcription E2a et Ebf1 agissent en amont du gène Pax5 (Bain et al., 1994; Lin and 
Grosschedl, 1995). 
Les progéniteurs E2a-/- et Ebf1-/- sont capables, in vitro, de se différencier en cellules 
myéloïdes et lymphoïdes (autre que B) et ne sont donc pas totalement engagés dans le lignage 
B (Ikawa et al., 2004; Pongubala et al., 2008). Cette absence d’engagement peut s’expliquer 
par la non-expression de Pax5, cependant E2a et Ebf1 pourraient contribuer en synergie avec 
Pax5 à l'engagement définitif dans le lignage B (Bain et al., 1994; Lin and Grosschedl, 1995). 
E2a est positionnée en amont de Ebf1 dans la hiérarchie génétique du développement 
précoce des cellules B. E2a se lie directement sur Ebf1 et l’active durant la transition des 
progéniteurs lymphoïdes en pro-B (Lin et al., 2010; Seet et al., 2004). L'expression ectopique 
de Pax5 est capable de restaurer, in vivo, le développement des progéniteurs hématopoïétiques 
E2a
-/- vers le lignage B (Kwon et al., 2008). 
L’activation complète d’Ebf1 nécessite l’expression de Pax5, en effet l’expression d’Ebf1 
est 5 fois plus faible dans des pro-B Pax5-/- par rapport aux pro-B exprimant Pax5 (Fuxa et 
al., 2004; Roessler et al., 2007). Les progéniteurs Ebf1-/- sont incapables de différencier en 
pro-B sans la restauration de l’expression de Pax5 (Medina et al., 2004). De plus, la plupart 
des gènes cibles régulés par Ebf1 sont également contrôlés par Pax5, suggérant une 
coopération d’Ebf1 avec Pax5 dans la régulation de l'engagement des cellules vers le lignage 
B (Treiber et al., 2010). 
Il a également été montré que Pax5 pouvait se lier directement à des séquences situées 
dans le promoteur d’Ebf1, ceci a identifié Ebf1 comme un gène cible activé par Pax5 
(Roessler et al., 2007). De façon intéressante Ebf1 (avec Stat5) est aussi capable d’interagir 
directement sur le promoteur de Pax5, ceci identifie Pax5 comme un gène cible direct d’Ebf1 
































stabiliser le programme d'expression B-spécifique au cours du développement des cellules 
pro-B. Ce n’est donc qu’avec l’expression de Pax5 et son rôle notamment sur le 
réarrangement des chaînes lourdes des immunoglobulines (Fuxa et al., 2004) que les cellules 
sont irrémédiablement engagées dans le lignage B. 
4/ Le maintien dans la lignée lymphoïde B 
Une fois engagée dans le lignage B, le facteur de transcription Pax5 est essentiel au 
maintien des cellules pro-B dans leur voie de différenciation (Cobaleda et al., 2007b). Celui-ci 
est exprimé du stade pro-B au stade B mature puis son expression s’éteint pour permettre la 
différenciation B terminale en plasmocytes.  
L’expression de Pax5 est initialement détectée au cours de la neurogenèse 
embryonnaire, puis au cours du processus de lymphopoïèse B dans le foie fœtal (Adams et al., 
1992). La délétion homozygote de Pax5 est létale en période périnatale due à un défaut 
majeur du mésencéphale. Dans les rares souris survivant assez longtemps pour être analysées 
ou dans les foies fœtaux des embryons Pax5-/-, la lymphopoïèse B est inopérante, stoppée dès 
les premiers stades de la différenciation B (Nutt et al., 1997; Urbánek et al., 1994). Ces 
progéniteurs Pax5-/- peuvent être maintenus, in vitro, sur des cellules stromales et proliférer en 
présence d’IL7, ceci indique qu’ils ont les caractéristiques de cellules pro-B précoces (Nutt et 
al., 1997). Leurs comportements est même proche de celui des CSH. Car, lorsqu’on remplace 
l’IL7 par des cytokines spécifiques d’autres lignages, ces cellules pro-B Pax5-/- sont capables, 
in vitro, de se différencier en macrophages, granulocytes, cellules Natural Killer, cellules 
dendritiques et ostéoclastes (Nutt et al., 1999a; Rolink et al., 1999). De la même façon, 
transplantées dans la moelle osseuse de souris receveuses irradiées, ces pro-B Pax5-/- sont 
également capables de se renouveler et de se différencier en quasiment toutes les cellules 
hématopoïétiques. Ceci indique que ces progéniteurs ne sont pas complètement engagés dans 
la différenciation B (Nutt et al., 1999a; Rolink et al., 1999). De plus, ces cellules pro-B Pax5-/- 
sont incapables de se différencier en cellules lymphoïdes B matures sans une restauration de 

















Figure 9 : Exemple de gènes régulés par Pax5.  
En vert sont représentés les gènes dont l’expression est activée par Pax5 et en rouge ceux réprimée. 











Avant leur engagement exclusif vers un lignage cellulaire conduisant à leur 
différenciation, les CSH activent un certain nombre de programme d’expression génique 
différents. Pour s’engager dans la lignée lymphoïde B, une cellule doit exprimer Pax5 qui 
modifie le programme d'expression génique par activation des gènes spécifiques du lignage B 
(Schebesta et al., 2007) et par répression des gènes inappropriés à la différenciation B 
(Delogu et al., 2006) (Figure 9). 
Le facteur de transcription Pax5 a un rôle d’activateur et c'est sous cette fonction que 
Pax5 a initialement été classé (Nutt et al., 2001). La comparaison du profil d’expression de 
cellules Pax5 sauvages et Pax5-/- a permis l’identification de 170 gènes activés par Pax5 
(Schebesta et al., 2007). Ces gènes codent pour des protéines régulatrices et structurales 
importantes pour plusieurs processus cellulaires des lymphocytes B telles que la signalisation, 
l'adhésion, la migration, la présentation antigénique et la différenciation jusqu’au stade B 
mature. 
L’identification des gènes activés par Pax5 confirme le rôle essentiel que ce facteur de 
transcription joue dans le contrôle de la transduction du signal des récepteurs pré-B (pré-
BCR) et des récepteurs B (BCR), qui constituent des points de contrôle clés dans le 
développement B (Busslinger, 2004). Il active ainsi des gènes cibles des composants 
essentiels des voies de signalisation des pré-BCR comme la chaine Igde transduction du 
signal (appelé aussi Cd79a ou mb-1) (Fitzsimmons et al., 1996; Nutt et al., 1997), les 
récepteurs stimulateurs Cd19 et Cd21 (Horcher et al., 2001; Kozmik et al., 1992; Nutt et al., 
1998), le récepteur inhibiteur Cd72 (Horcher et al., 2001; Ying et al., 1998) et l’adaptateur 
central Blnk (Schebesta et al., 2002). De plus, Pax5 active l’expression des gènes des chaînes 
légères de substitution (VpreB ou λ5) qui participent à la formation du pré-BCR. La 
signalisation du pré-BCR étant un élément essentiel du développement B, le défaut 
d’expression de ces gènes expliquent, en partie, l’incapacité des lymphocytes pro-B Pax5-/- à 
poursuivre la différenciation B. 
Pax5 contrôle aussi d'autres processus cellulaires via l'activation de gènes tels que Aicd 
(activation-induced cytidine deaminase), dont la protéine est impliquée dans l'hypermutation 
somatique et la commutation isotypique (Nera et al., 2006). Pax5 est également impliqué dans 
la recombinaison VH-DJH des segments géniques d'IgL ainsi que dans la transcription des 
gènes du CMHII via l'activation de CIITA (class II major histocompatibility complex 
































Schebesta et al. montrent l’importance de Pax5 dans le contrôle de l’adhésion des 
cellules B et leur migration en régulant l’expression de récepteurs membranaires et des 
protéines de signalisation, conduisant à un remodelage du squelette d’actine. Des gènes tels 
que Cd24a (HSA) et Sdc4, activés par Pax5 (Pridans et al., 2008), ont la particularité d’être 
associés à des mécanismes d’adhésion aux cellules stromales (Nielsen et al., 1997; Yamashita 
et al., 1999). Comme nous l’avons vu précédemment, les interactions avec l’environnement 
stromal changent en cours de la différenciation B, les cellules pro-B étant liées à des niches 
stromales sécrétrices d’IL7 alors que les cellules progénitrices non engagées en B sont dans 
un environnement stromal ne secrétant pas d’IL7 (Tokoyoda et al., 2004). Un défaut de 
migration ou de fixation au sein du microenvironnement stromal pourrait expliquer également 
ce blocage du développement B. 
Le deuxième rôle majeur de Pax5 consiste à réprimer les gènes inappropriés pour le 
développement des lymphocytes B. Cela englobe à la fois les gènes de la différenciation 
terminale en plasmocytes et les gènes spécifiques d'autres lignées hématopoïétiques. Une 
analyse transcriptomique a permis l'identification de plus de 100 gènes réprimés par Pax5 et 
démontre que Pax5 réprime diverses activités biologiques telles que la signalisation des 
récepteurs, l’adhésion cellulaire, la migration, le contrôle de la transcription et le métabolisme 
cellulaire (Delogu et al., 2006). 
Pax5 réprime plusieurs gènes du patron d'expression des progéniteurs 
hématopoïétiques, des cellules myéloïdes et des lymphocytes T dans le but de restreindre le 
développement des progéniteurs et de favoriser leur engagement dans la voie de 
différenciation de la lignée B (Cobaleda et al., 2007b; Delogu et al., 2006). 
Pax5 réprime entre autre Flt3 (CD135, récepteur au Flt3-L), qui est responsable du 
caractère pluripotent des cellules progénitrices lymphoïdes précoces. Il s'agit d'ailleurs d'une 
répression très importante pour l'engagement des progéniteurs dans la voie des lymphocytes B 
(Holmes et al., 2006). En effet, les pro-B sauvages ne répondent pas au Flt3-L en raison de la 
répression du gène Flt3 par Pax5 (Delogu et al., 2006; Holmes et al., 2006). L’expression 
forcée de Flt3 dans des progéniteurs hématopoïétiques altère le développement des cellules B, 
ce qui indique que la répression de Flt3 est essentielle pour la lymphopoïèse B normale 

































Pax5 est également capable de réprimer la transcription de Csfr1, récepteur du M-CSF, 
indispensable à la différenciation en macrophage. Dans les cellules pro-B Pax5-/-, la 
stimulation par le M-CSF favorise la différenciation macrophagique alors que les pro-B 
sauvages sont insensibles à cette cytokine (Nutt et al., 1999a). 
De la même manière, la répression génique de Notch1 (récepteur de DL1 : facteur de 
différentiation T) par Pax5 rend les cellules insensibles au ligand de Notch et empêche donc la 
spécialisation vers les cellules T. A contrario, la surexpression de Pax5 dans les cellules 
hématopoïétiques induit une diminution de l’expression de Notch1 dans les progéniteurs 
thymocytes compromettant gravement le développement des lymphocytes T (Souabni et al., 
2002). La répression Pax5-dépendante de ces facteurs illustre bien comment Pax5 élimine les 
options de développement dans les lymphocytes B engagés.  
En résumé, ces données démontrent que la répression de gènes inappropriés à la lignée 
B est une fonction essentielle de Pax5, ce qui empêche l’engagement vers des lignées 
alternatives au lignage B. 
Pax5 permet aussi d’éviter la production trop précoce de plasmocytes en bloquant la 
transcription de Blimp1, facteur essentiel de la différenciation plasmocytaire. Suite à 
l’activation d’un lymphocyte B mature, Blimp1 inhibera à son tour Pax5 et la cellule 
réexprimera des gènes qu’il inhibait jusque là (Lin et al., 2002). Il est ainsi possible 
d’observer l’expression de Flt3, Mef2c, IgJ et Emb au cours de la différenciation terminale B 
(Delogu et al., 2006; Kallies et al., 2007). Il existe donc une boucle de régulation entre Pax5 
et Blimp1.  
D/ Le développement tardif des cellules B  
1/ Fonction de Pax5 dans la différenciation tardive des cellules B 
A la fin de la différenciation, l’expression de Pax5 doit impérativement s’éteindre pour 
permettre la différenciation plasmocytaire (Fuxa and Skok, 2007). 
En fin de différenciation B s’effectue une transition entre le stade B mature et le stade 
plasmocytaire. L’expression de Pax5, encore nécessaire au stade B mature, s’éteint et lève 
l’inhibition de Blimp1 permettant ainsi la différenciation terminale en plasmocytes. Blimp1 
contribuera à son tour à inhiber l’activité résiduelle de Pax5 (Lin et al., 2002; Shaffer et al., 











Figure 10 : Reprogrammation cellulaire. 
A/ Dédifférenciation 
B/ Transdifférenciation 
Dans les deux schémas, les flèches noires indiquent le sens physiologique de la différenciation alors 
que les flèches roses représentent les voies possibles de reprogrammation cellulaires. Adapté de (Xie 








spécifiques des plasmocytes (Shaffer et al., 2002). Dans les cellules B matures du centre 
germinatif, Bcl-6 renforce le rôle de Pax5 en inhibant également l’expression de Blimp1 
(Shaffer et al., 2000). Les profils transcriptomiques entre les cellules B matures et les 
plasmocytes sont radicalement différents (Delogu et al., 2006; Nera et al., 2006; Schebesta et 
al., 2007; Shaffer et al., 2002). En effet, au niveau moléculaire, les gènes non-B, qui sont 
réprimés par Pax5 au début de la lymphopoïèse B, sont réactivés suite à la suppression de 
Pax5 dans les plasmocytes, indiquant qu'ils exigent une activité continue de Pax5 pour leur 
répression au cours du développement des LB (Delogu et al., 2006; Tagoh et al., 2004). 
Notamment, l'un de ces gènes réactivés, Cd28, joue un rôle essentiel dans le contrôle de la 
survie et de la sécrétion d'immunoglobulines des plasmocytes à long terme dans la moelle 
osseuse (Delogu et al., 2006; Rozanski et al., 2011). D'autre part, l’extinction de Pax5 se 
traduit par une régulation négative de l'expression de plusieurs récepteurs de surface 
cellulaire, transducteurs de signaux et facteurs de transcription Pax5-dépendant (Horcher et 
al., 2001; Schebesta et al., 2007). La délétion du gène Pax5 dans les cellules de poulet DT40 
conduit également à une transition plasmocytaire (Nera et al., 2006). Ces cellules DT40 Pax5-
/- se différencient en plasmocyte uniquement si l’on surexprime Blimp1 et XBP1(Nera et al., 
2006). 
2/ Développement de la plasticité et dédifférenciation des cellules B matures en cas de 
perte de Pax5 
Un modèle d’invalidation conditionnelle de Pax5 a clairement démontré que Pax5 est 
nécessaire à toutes les étapes du développement B. En effet, si on délète Pax5 même dans les 
stades tardifs de la lymphopoïèse B, et que ces cellules invalidées sont injectées dans des 
souris déficientes en cellules B et T, il est possible de générer des cellules T fonctionnelles 
ayant réarrangées les chaines du BCR. Ceci démontre sans ambiguïté leur passé lymphoïde B 
et suggère une transdifférenciation des lymphocytes B matures Pax5-/- (Cobaleda et al., 
2007a). 
Dans ce même modèle, un certain nombre de souris présentaient des lymphomes 
lymphoblastiques composés de cellules de phénotype pro-B mais ayant également réarrangées 

































L'expression ectopique de certains facteurs de transcription peut convertir 
efficacement un type cellulaire en un autre via un processus non physiologique appelé 
transdifférenciation. Par exemple, l'expression forcée de C/EBP induit rapidement la 
transdifférenciation des cellules B en macrophages (Bussmann et al., 2009; Xie et al., 2004). 
De plus, les quatre facteurs de transcription Oct4, Sox2, Klf4 et c-Myc sont capables de 
reprogrammer la plupart des types cellulaires en cellules souches pluripotentes induites (iPS) 
(Yamanaka and Blau, 2010) prix Nobel de médecine 2012 pour cette découverte). Cependant, 
les cellules B matures ne sont pas reprogrammables par ces quatre facteurs à moins que 
l'expression de Pax5 soit réprimée par shRNA knockdown (Hanna et al., 2008). 
Cette importante découverte confirme le rôle essentiel de Pax5 comme un facteur 
d'identité B qui peut également empêcher la transdifférenciation des cellules B matures par 
des facteurs de transcription hétérologues. 
E/ Les mécanismes de la diversité B dans la moelle osseuse 
Les réarrangements des gènes codants pour les immunoglobulines (Igs) ont pour but 
de générer des BCR fonctionnels et variés afin de faire face à la grande diversité du « monde 
du non-soi ». Le BCR est constitué de deux chaines lourdes IgH identiques et de deux chaines 
légères IgL identiques (Ig ou Ig). Chaque chaine est constituée d’une partie constante et 
d’une partie variable. La partie variable d’une chaine lourde est obtenue par recombinaison 
impliquant des segments V, D et J alors que celle de la chaine légère n’implique que des 
segments V et J. 
On peut distinguer deux grands types de diversité : 
- lorsqu’il s’agit de recombiner des segments V(D)J choisis au hasard, on génère une 
diversité combinatoire, 
- lorsque des processus faisant appel au hasard interviennent dans la jonction des 











Figure 11 : Séquence des RSS et 
règle des RSS 12/23 
Un RSS consiste en un heptamère et un 
nonamère conservés, séparés par un 
espaceur de 12 ou 23 nucléotides. Les 
recombinaisons ne peuvent avoir lieu 
qu’entre un segment génique flanqué 
d’un RSS12 et un segment génique 
flanqué d’un RSS23. Les RSS12 sont 
représentés par des triangles roses, et les 







Figure 12 : Les différentes étapes 
des recombinaisons VDJ  
Sur le schéma, les deux séquences 
d’ADN à joindre sont les segments V et 
J. Cependant, le mécanisme est le 
même pour tous les segments de gènes. 
Ici, le segment V est flanqué d’un 
RSS23 et le segment J d’un RSS12. 
Etape 1 : Les recombinases RAG1/2 se 
fixent sur les RSS et clivent un brin de 
l’ADN. Le clivage entraîne la courbure 
de l’ADN et le rapprochement des deux 
RSS. Les RAG1/2 clivent ensuite le 
deuxième brin, et les brins codant se 
replient en structure en forme d’épingle 
à cheveux. Etape 2 : Les structures en 
épingles à cheveux sont coupées par 
Artémis et DNA-PK. La TdT rajoute 
ensuite des nucléotides au hasard à 
l’extrémité des séquences codantes. La 
ligation est réalisée par le complexe 
XRCC4/ligase IV. En parallèle, le joint 
signal est formé par la ligation des 
extrémités franches des RSS, par le 






1/ La diversité combinatoire 
 Les réarrangements de l’ADN des locus IgH et IgL consistent à juxtaposer des 
segments de gène entre eux. La multiplicité des segments géniques V, D et J permet la 
diversité combinatoire. 
La recombinaison V(D)J est un processus de recombinaison site spécifique entre 
segments flanqués par des séquences signal de recombinaison (RSS) (Figure 11). 
Les RSS sont des séquences d’ADN présentent en 3’ des segments V, en 5’ des 
segments J et en 3’ et 5’ des segments D. Toutes les RSS sont composées d’un heptamère 
conservé et contigu à la séquence codante, d’une séquence intercalaire de 12 ou 23 pb, et d’un 
nonamère conservé et riche en AT. Les recombinaisons ne peuvent se produire qu’entre un 
segment flanqué par une RSS contenant une séquence intercalaire de 12pb et un autre 
segment flanqué par une RSS contenant une séquence intercalaire de 23pb. Cette particularité, 
appelée règle du 12/23 (Figure 11), évite la recombinaison de deux gènes de même type et 
celle entre les segments VH et JH. 
De façon schématique, les mécanismes de recombinaison impliquent la cassure double 
brin de l’ADN, l’excision de la séquence d’ADN situé entre les deux segments puis la 
réparation de l’ADN afin de joindre les deux segments codants. Les recombinases RAG1 et 
RAG2 reconnaissent, fixent et clivent les RSS. Les heptamères et les nonamères sont 
complémentaires et s’hybrident permettant à la recombinaison de s’effectuer (Figure 12). 
Le nombre maximum de chaines lourdes et légères que l’Homme peut générer est le 
produit des nombres des différents segments recombinables. On obtient ainsi 6348 
combinaisons pour IgH, 175 pour IgK et 165 pour IgL. Sachant que les lymphocytes B 
humains utilisent indifféremment les locus IgK et IgL pour la chaine légère, le nombre de 
BCR maximum obtenu par combinatoire est le produit du nombre de chaines lourdes par le 
nombre de chaines légères. Ainsi par combinatoire, les LB peuvent générer 6348 * (175+165) 


































2/ La diversité jonctionnelle 
La diversité jonctionnelle est générée lors de la réparation de l’ADN au niveau des 
jonctions entre les segments des gènes réarrangés. Il existe plusieurs mécanismes permettant 
d’obtenir une jonction de quelques nucléotides à une vingtaine entre deux segments, dont la 
séquence est largement due au hasard : 
- une coupure par RAG (constitue la « P diversité ») 
- le raccourcissement des extrémités des segments par des exonucléases 
- des ajouts de nucléotides sans matrice préexistante par la désoxyribonucléotidyl-
transférase terminal (TdT) (constituent la « N diversité ») 
Ainsi, si deux lymphocytes B réarrangent les mêmes segments V, D et J, il est peu 
probable qu’ils les joignent de manière identique. La diversité jonctionnelle est donc 
pratiquement illimitée et augmente de façon considérable la diversité du BCR. Cette diversité 
jonctionnelle ne peut être facilement évaluée, malgré tout, on estime son potentiel à une 
diversification d’un facteur 104 à 106 selon les auteurs.  
Le répertoire potentiel de BCR correspond donc au produit de la diversité 
combinatoire et jonctionnelle c'est-à-dire à 2,2.106 * 104 à 106 = 1010 à 1012 BCR. Cependant 
lorsque l’on étudie la séquence des Igs effectivement exprimé par les LB, on s’aperçoit que le 
répertoire réel est plus restreint et que certaines combinaisons sont d’avantage exprimées au 
détriment d’autres. 
F/ Les mécanismes de contrôle de la différenciation des lymphocytes B 
Le mode de génération des Igs, reposant sur le caractère aléatoire des recombinaisons 
V(D)J, permet d’obtenir un immense répertoire de BCR. Cependant ce mécanisme présente 
deux revers : la synthèse de molécules non fonctionnelles et la synthèse de BCR reconnaissant 
très fortement le soi et par conséquent potentiellement dangereux (apparition de pathologies 















Figure 13 : Structure du pré-BCR
A/ Représentation schématique du pré-BCR associé au complexe de transduction du signal 
Igα/Igβ. Les chaînes lourdes IgH sont représentées en bleu. Vμ1 correspond au domaine variable et 
Cμ1-4 correspondent aux quatre domaines constants de la chaîne lourde IgH. La SLC est formée de λ5 
(représenté en rose), qui s’associe à la chaîne lourde IgH par un pont disulfure au niveau de Cμ1, et de 
VpréB (représenté en jaune). 
B/ Représentation de la structure de la portion du pré-BCR cristallogaphiée. Le cadre en 
pointillés de la figure A représente la partie du pré-BCR qui a été cristallisé par l’équipe du Dr. Garcia. 
VpréB est en jaune, λ5 est en violet et la partie CH1-VH de chaîne lourde est en bleu. CDR3-H 
correspond à la région CDR3 de la chaîne lourde IgH. Les flèches représentent les feuillets β de la 
structure. Les acides aminés tronquées ou non cristallisés des parties N-terminale et C-terminale de λ5 
et VpréB sont représentées par des lignes en pointillés, et leurs positions dans la séquence sont 








1/ Le point de contrôle du pré-BCR 
Le pré-BCR comprend 2 chaînes lourdes Igμ et 2 chaînes légères de substitution SLC 
(pour surrogate light chain ou pseudo-chaine légère) associées à deux sous-unités protéiques 
de signalisation Igα et Igβ (CD79a/b) (Figure 13). Contrairement à la chaîne légère IgL du 
BCR, la SLC du pré-BCR est un hétérodimère composé de 2 protéines invariantes : VpréB et 
λ5 (Karasuyama et al., 1990; Karasuyama et al., 1996). 
a. La sélection positive 
Malgré son expression transitoire, le pré-BCR marque un point de contrôle important 
dans le développement des lymphocytes B. En effet, seules les cellules pré-B qui expriment 
un récepteur compétent d’un point de vue structural sont autorisées à suivre leur maturation. 
Ainsi, une délétion dans la région transmembranaire de l’Igμ, une absence de chaîne Igα ou 
Igβ ou encore une déficience de la composante λ5 de la SLC induisent un blocage de la 
transition pré-BI à pré-BII dans la moelle osseuse ce qui résulte en une diminution du nombre 
des cellules B matures en périphérie (Herzog et al., 2009). Donc, une cellule pré-B est 
positivement sélectionnée et échappe à la mort cellulaire grâce à l’expression d’une Igμ 
fonctionnelle, capable de se lier à la SLC et ainsi s’exprimer à la surface cellulaire, c’est ce 
qu’on appelle la sélection positive des cellules pré-B (Herzog et al., 2009). La signalisation 
des premiers pré-BCR ainsi exprimés à la surface induit une diminution de l’expression du 
gène λ5 et ainsi achève l’expression de la SLC (Parker et al., 2005). Le pré-BCR active une 
boucle de régulation négative qui a pour rôle d’arrêter sa propre expression. Environ 15% à 
30% des cellules pré-B sont sélectionnées. Cependant, au moins 50% des Igμ réarrangées sont 
incapables de se lier à la SLC et donc d’induire la prolifération des cellules pré-B. Pour 
autant, ces cellules ne sont pas éliminées et continuent leur différenciation. Par contre, étant 
donné que ces cellules pré-B ne prolifèrent pas, leur contribution dans le développement du 




































b.  L’exclusion allélique  
La théorie de la sélection clonale indique que chaque lymphocyte B n’est capable de 
produire qu’un seul type d’anticorps. Cependant, les cellules étant diploïdes, les 
réarrangements productifs peuvent être générés sur les deux allèles des chaînes IgH et IgL. Le 
mécanisme d’exclusion allélique assure que seuls l’un des deux allèles de la chaîne lourde et 
un des deux allèles de la chaîne légère soient utilisés pour produire le BCR exprimé à la 
surface d’un LB.  
Au niveau de l’ADN, les recombinaisons D-JH ont lieu sur les deux allèles. Ensuite, le 
réarrangement des segments V-DJH se fait sur un seul allèle. Si le réarrangement est productif, 
les cellules expriment le pré-BCR à leur surface, et l’exclusion allélique s’effectue au niveau 
du second allèle, qui reste au stade de recombinaison D-JH.  
Celle-ci est régie par deux procédés, l’activation monoallélique et l’inhibition par 
rétrocontrôle (Cedar and Bergman, 2008). L’activation monoallélique consiste en l’activation 
du réarrangement d’un allèle avant l’autre. Le choix de l’allèle qui subit en premier le 
réarrangement dépend de facteurs épigénétiques comme la méthylation de l’ADN, la 
modification des histones, l’hétérochromatisation, la contraction du locus et la position du 
locus dans le noyau. L’inhibition par rétrocontrôle consiste à arrêter les mécanismes de 
recombinaison une fois l’obtention d’un allèle réarrangé avec succès.  
L’apparition du pré-BCR induit une diminution du niveau d’expression de RAG1 et 
RAG2 empêchant, de ce fait, la production de nouveau réarrangement sur le deuxième allèle 
(Grawunder et al., 1995). De plus, l’arrêt de la signalisation par l’IL7 au stade des grandes 
cellules pré-BII induit la désacétylation des histones et réduit l’accessibilité des segments des 
gènes VH pour la recombinaison (Chowdhury and Sen, 2003). Enfin, la décontraction rapide 
de la chromatine est induite par la synthèse de la chaîne lourde Igμ. Elle a pour conséquence 
un éloignement physique des segments de gènes codants pour les régions VH et DJH, ce qui 
prévient les réarrangements au niveau du second allèle de la chaîne IgH lors de la 
réexpression des recombinases dans les petites cellules pré-BII (Roldán et al., 2005). Ce 
mécanisme est confirmé par le fait que les quatre segments VH les plus près des segments DJH 
échappent à l’exclusion allélique et sont fréquemment retrouvés réarrangés dans les cellules B 

































L’exclusion allélique est un phénomène indépendant de l’expression du pré-BCR 
fonctionnel. Dans tous les modèles de souris invalidées soit pour la pseudo-chaine légère 
entière, soit pour VpréB ou soit pour ٧5, l’exclusion allélique est toujours observée (Kitamura 
et al., 1992; Mundt et al., 2001; Shimizu et al., 2002). En effet, l’expression de la chaîne Igμ 
en l’absence du pré-BCR est suffisante pour éteindre l’expression des gènes RAG, via un 
mécanisme dépendant de CD79a et de la protéine ZAP70 (Galler et al., 2004). En particulier, 
la région transmembranaire de la chaîne Igμ est nécessaire à l’exclusion allélique. Dans les 
souris hétérozygotes μMT/WT (insertion d’un codon stop à la place d’un exon codant la 
région transmembranaire de Cμ), le réarrangement productif de l’allèle Igμ muté (μMT) 
n’entraîne pas l’exclusion allélique de l’allèle sauvage et par conséquent le blocage du 
développement des cellules. En effet, chez ces souris, 30% des cellules B immatures ont 
réarrangé de façon productive l’allèle μMT en plus de l’allèle sauvage (Kitamura and 
Rajewsky, 1992).  
2/ Le point de contrôle du BCR 
Le point de contrôle du BCR s’effectue au stade B immature. Il est dépendant des 
antigènes du soi et permet l’élimination des LB possédant un BCR autoréactif. 
La sélection négative des LB repose sur 3 mécanismes en fonction du signal induit par 
le BCR : l’édition du BCR (Gay et al., 1993; Tiegs et al., 1993), la délétion clonale (Norvell et 
al., 1995) et l’anergie (Goodnow et al., 1988; Nossal, 1987). 
A la fin des réarrangements des gènes des chaînes des Igs, le devenir des LB 
immatures dépend de la force du signal provenant du BCR, c'est-à-dire, de la quantité de 
récepteurs de surface et de leur affinité potentielle pour des auto-antigènes présents dans la 
moelle osseuse.  
Un fort signal du BCR dans la moelle osseuse est induit par la reconnaissance d’un 
auto-antigène. Dans ce cas, l’expression des RAG est réactivée dans la cellule, entraînant un 
mécanisme appelé « l’édition du BCR » (Keren et al., 2004). Ce phénomène permet de 
synthétiser une nouvelle chaîne légère Ig, puis Ig si nécessaire, grâce à la jonction d’un 
nouveau segment V en 5’ et d’un segment J en 3’ du précédent réarrangement VJ, cela 
supprime ce dernier et le remplace par un nouveau. Les LB changent ainsi la partie variable 
































phénomène essentiel pour l’établissement de la tolérance centrale des cellules B et réduit ainsi 
les pertes de LB en cours de maturation. 
Les mécanismes de délétion et d’anergie jouent un rôle mineur dans l’élimination des 
LB auto-réactifs (Retter and Nemazee, 1998) et ne sont mis en jeu que lorsque les LB 
immatures sont toujours auto-réactifs après les réarrangements secondaires (Halverson et al., 
2004). Lorsque le signal transmis par leur BCR est très fort, probablement dû à 
l’oligomérisation des auto-antigènes et à l’agrégation importante des BCR de surface, les LB 
immatures sont délétés (Hartley et al., 1991) alors que l’anergie intervient lorsque le signal du 
BCR est trop faible. Cet état rend les LB, une fois en périphérie, incapables de transmettre les 
signaux reçus par leur BCR. 
G/ Pax5 et le contrôle des réarrangements IgH  
1/ Régulation spatiale de la recombinaison VH-DJH par Pax5 
L’implication du gène Pax5 dans les mécanismes de recombinaison V(D)J a été mise 
en évidence par l’étude du statut des réarrangements dans les lymphocytes pro-B Pax5-/- 
(Bassing et al., 2002). Il a été montré que la recombinaison DH-JH n’était pas altérée au 
contraire de la recombinaison VH-DHJH. En effet, la recombinaison des segments VH distaux 
de la famille VHJ558 avec les segments DHJH est réduite de 50 fois dans les pro-B déficients 
pour Pax5 par rapport aux pro-B sauvages (Johnston et al., 2006; Nutt et al., 1997). Une autre 
étude a également montré que l’absence de Pax5, dans les pro-B Pax5-/-, n’affecte que très 
peu la recombinaison VH-DJH de la famille de gènes les plus proximaux (VH7183 et VHQ52) 
et n’a aucun effet sur la transcription germinale des gènes proximaux VH7183 et distaux 
VHJ558 (Hesslein et al., 2003). Toutes ces données indiquent que la recombinaison VH-DJH 
des gènes distaux et médians est fortement affectée dans les pro-B Pax5-/-, bien que ces 
derniers sont transcrits et entièrement accessibles. Dans les pro-B sauvages, les 
recombinaisons des segments VH distaux et VH proximaux avec les régions proximales 
DHJHCH sont à peu près équiprobables. Cette propriété est associée à un repliement 
tridimensionnel de la chromatine au niveau du locus IgH, plaçant les segments VH distaux et 
les segments VH proximaux à des distances spatiales équivalentes des segments DHJHCH. Ce 
repliement compense les déséquilibres de probabilité de recombinaison inhérents à la distance 
génomique entre les segments VH distaux et proximaux. La contraction du locus se fait via la 














Figure 14 : Contraction du locus des IgH dépendante de Pax5.  
En l’absence de Pax5, le locus est en conformation étalée et les recombinaisons VH proximaux- 
DHJHCH sont privilégiées. En présence de Pax5, le locus est en conformation contractée et les 
recombinaisons des segments VH proximaux et distaux avec DHJHCH ont des probabilités comparables 













Ce phénomène est réversible étant donné que le locus IgH subit une décontraction au stade de 
développement suivant. Celle-ci sépare physiquement les gènes VH des domaines IgH 
proximaux et par conséquent empêche les réarrangements VH-DJH sur le second allèle. Cette 
décontraction du locus IgH contribue donc à la mise en place de l’exclusion allélique dans les 
cellules pré-B (Roldán et al., 2005). Dans les cellules pro-B Pax5-/-, le locus des IgH est en 
conformation étendue, séparant physiquement les loci VH distaux des segments DHJHCH (Fuxa 
et al., 2004) (Figure 14). 
La contraction spécifique du locus IgH des cellules pro-B dépend aussi du régulateur 
transcriptionnel YY1 (Liu et al., 2007) et, également, du facteur de transcription 
hématopoïétique Ikaros (Reynaud et al., 2008). Un autre régulateur potentiel est le facteur de 
fixation CTCF qui, grâce à son association avec la cohésine, a été impliqué dans les boucles 
de chromatine de plusieurs loci complexes (Hadjur et al., 2009; Nativio et al., 2009; Parelho 
et al., 2008; Splinter et al., 2006; Wendt et al., 2008). Et notamment sur plusieurs sites dans le 
cluster de gènes VH du locus IgH dans les cellules pro-B (Degner et al., 2009; Ebert et al., 
2011). 
Le même type d’anomalie structurale a été relevée suite à un dysfonctionnement de 
l’histone méthyltransférase Ezh2 (Su et al., 2003). Il est possible que Pax5 soit responsable du 
recrutement local du complexe PRC2. Ce complexe, qui est conservé de la drosophile aux 
mammifères, est composé de quatre sous-unités : Ezh1/2, Suz12, Eed et RbAp46/48 
(également connue sous le nom RBBP7/4). PRC2 est impliquée dans divers processus 
biologiques, y compris la différenciation, l'identité, le maintien, la prolifération cellulaire et la 
plasticité des cellules souches. Il contribue également à la compaction de la chromatine, et 
catalyse la méthylation de l'histone H3 en lysine 27. Pax5 pourrait donc également agir en 
modifiant les niveaux de méthylation des histones du locus IgH. Par exemple, la 
diméthylation de l’histone H3 (H3K9m2) est une modification empêchant l’accessibilité de la 
chromatine, propriété nécessaire au déroulement de la recombinaison V(D)J (Morshead et al., 
2003). Il a été montré que Pax5 était nécessaire pour supprimer cette modification post-

















Figure 15 : Facteurs de transcription et activité transcriptionnelle des éléments PAIRs 
dans le cluster de gènes VH distaux du locus IgH.  
D’après (Ebert et al., 2011). 












Enfin, Pax5 se lie sur des séquences spécifiques au niveau des segments VH et recrute 
le complexe RAG1/RAG2. Ainsi, l’efficacité de la recombinaison VH-DHJH est améliorée. 
Ceci pourrait expliquer pourquoi la probabilité de recombinaison de certains segments 
proximaux diminue dans les cellules Pax5-/- (Zhang et al., 2006). Cependant en 2011, une 
étude a mis en évidence la présence de site de liaison de Pax5 que sur quelques gènes VH, ceci 
indique que Pax5 ne peut probablement pas recruter les protéines RAG sur la majorité des 
gènes VH qui ne possèdent pas de sites de liaison de Pax5 (Ebert et al., 2011). 
2/ Activité Pax5-dépendante des éléments PAIR dans le groupe des gènes VH distaux 
Jusqu'à récemment, aucun élément de régulation autre que les promoteurs des gènes 
VH n’avait été identifié dans ce locus. Or, la recherche par ChIP on chip des marques de 
modifications de l’activité des histones le long du locus IgH dans des cellules pro-B Rag2-/- a 
été réalisé en 2010 (Malin et al., 2010). Cette étude a révélé que la région intronique 
contenant Eμ et celle contenant les éléments JH étaient hautement enrichies en histones 
actives (Chakraborty et al., 2007). Cependant peu ou pas de marques de chromatines actives 
n’a été détectée dans la plupart des gènes VH excepté pour les gènes VH3609 (intercalés entre 
les gènes VHJ558 de la région IgH distale) (Malin et al., 2010). La présence d’activité de la 
chromatine (H3K4me2, H3K4me3, 3K9ac) dans les cellules pro-B Rag2-/- et son absence dans 
les pro-B Pax5-/- a permis l’identification d’une nouvelle région régulatrice située en amont de 
la plupart des gènes VH3609 (Ebert et al., 2011). Cette région correspond à un élément de 
répétition conservé et reproduite 14 fois dans la région distale du gène VH mais retrouvée 
nulle part ailleurs dans le génome de souris. Ces répétitions appelées PAIRs (pour Pax5-
activated intergenic repeats) possèdent les sites de fixation de Pax5, E2A, CTCF et de la 
cohésine au stade pro-B (Figure 15) (Ebert et al., 2011). 
La transcription, dépendante de Pax5, d’un ARN antisens non codant provenant des 
éléments PAIRs dans les cellules pro-B confirme que ces éléments fonctionnent comme une 
région promotrice activée par Pax5. De plus au stade pré-B, Pax5 n’est plus capable de se lier 
sur les éléments PAIRs, cette incapacité s’accompagne de la perte des transcrits antisens 
(Ebert et al., 2011). Cette activité spécifique au stade pro-B et dépendante de Pax5, suggère 
que les éléments PAIRs sont impliqués dans la régulation de la recombinaison distale VH-DJH 
en induisant, éventuellement, la contraction du locus IgH. Cependant, à ce jour, il n’existe pas 
de preuves génétiques validant cette hypothèse. Toutefois, ces modifications de la capacité de 











Figure 16 : Diagramme représentant la différenciation des cellules B, du stade pré-pro-B 
au stade B matures, et décrivant les réarrangements des chaînes d’Ig et les marqueurs 
exprimés à chaque étape








En effet, au cours de la différenciation B, la contraction du locus IgH est différente. Au stade 
pro-B, le locus est décontracté donc accessible à Pax5 alors qu’au stade pré-B il est contracté 
empêchant ainsi la fixation de facteur de transcription tel que Pax5. De plus Pax5 contrôle la 
transcription de ces gènes cibles via le recrutement de complexes de remodelage de la 
chromatine, de modification des histones et de facteurs de transcription. 
H/ Caractérisation phénotypique des différents stades de la différenciation des LB 
Les étapes successives de la différenciation B sont caractérisées par l’expression de 
protéines membranaires et intracellulaires, par les réarrangements des gènes codants pour les 
Igs, et enfin par l’expression du récepteur de surface des cellules pré-B (le pré-BCR) et enfin 
des cellules B (le BCR) (Ehlich et al., 1994; ten Boekel et al., 1995) (Figure 16). 
Issues des CLP, les cellules pré-pro-B sont les précurseurs B les plus immatures de la 
moelle osseuse. Cette population n’est pas totalement engagée dans la voie B et n’a pas 
encore commencé à réarranger les gènes des immunoglobulines. Les cellules pré-pro-B 
expriment très faiblement les gènes RAG-1 et RAG-2. Par contre, l'expression du gène codant 
Ig (CD79a) est détectée dès ce stade sous forme de protéines intracytoplasmiques.  
Les cellules pro-B correspondent au premier stade d’engagement dans le lignage B. A 
ce stade les réarrangements des gènes d'immunoglobulines commencent à se mettre en place 
selon une cinétique contrôlée. Les réarrangements débutent au locus IGH par la jonction d'un 
segment DH avec un segment JH. C’est à ce stade qu’apparait le marqueur CD19 (corécepteur 
du futur BCR). Ces cellules expriment également à leur surface le B220 (glycoprotéine 
transmembranaire à activité tyrosine kinase), l’IL7R (récepteur à l’interleukine 7 ou CD127), 
le CD79 a/b (corécepteur du pré-BCR puis du BCR) et le CD117 ou c-kit (récepteur 
membranaire au facteur de croissance des cellules souches SCF, pour Stem Cell Factor). Les 
gènes codants pour les recombinases RAG1/2 et pour la TdT (pour désoxyribonucléotidyl-
transférase terminale) sont également activés. 
Ce n’est qu’au stade pré-BI que la finalisation des réarrangements des gènes des IgH 
grâce à l'assemblage, sur un seul allèle, d'un segment VH avec les segments DJH nouvellement 


































Le stade de grande pré-BII est caractérisé par l’expression en surface du pré-BCR. Ces 
cellules expriment toujours à leur surface le B220, le CD19 et l’IL7R et commencent à 
exprimer le CD25. A ce stade les protéines RAG1/2 et la TdT ne sont plus exprimées.  
Au stade de petite pré-BII, les cellules n’expriment plus le pré-BCR. Les gènes 
RAG1/2 sont alors réexprimés pour réaliser les réarrangements VLJL des gènes des chaînes 
légères (ten Boekel et al., 1995). Ils sont monoalléliques et débutent au locus IgLκ. Si aucun 
réarrangement productif sur les deux allèles ne s'est produit, des réarrangements secondaires 
auront lieu sur le locus IgLλ (Ehlich et al., 1993). 
Finalement, la cellule exprime un BCR composé de deux chaînes lourdes et deux 
chaînes légères identiques réarrangées et passe donc du stade de petite pré-BII au stade B 
immature. Ce stade est caractérisé par l’expression d’une IgM de surface conférant à la cellule 
sa spécificité de reconnaissance de l'antigène. Les lymphocytes B immatures sont alors sujets 
à un processus de sélection négative au cours duquel les cellules possédant des 
immunoglobulines membranaires spécifiques pour les antigènes du soi sont éliminées par des 
mécanismes détaillés plus haut. Les cellules qui survivent quittent alors la moelle osseuse 
pour se rendre dans les organes lymphoïdes secondaires où elles pourront subir les dernières 
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Figure 17 : Classification des membres de la famille PAX en fonction de leurs structures 
protéiques. 
Les protéines PAX varient de par la présence ou l’absence de l’octapeptide (cylindre gris) et/ou de 
l’homéodomaine (pavé gris). Le domaine PBD (pour Paired Box Domain) est représenté par un pavé 
blanc. Les territoires d’expression embryonnaire sont listés ainsi que les pathologies humaines 










II/ LE GENE PAX5 : STRUCTURE, FONCTION ET 
PHYSIOPATHOLOGIE 
 
A/ Les gènes de la famille PAX 
Les gènes de la famille PAX (Paired box) sont très conservés au cours de l’évolution 
et sont impliqués dans l’organogénèse et dans la spécialisation des sous-types cellulaires 
(Stoykova and Gruss, 1994). On dénombre à ce jour 9 membres dans cette famille chez les 
vertébrés supérieurs, de Pax1 à Pax9 (Stapleton et al., 1993; Walther et al., 1991). Tous sont 
exprimés au cours du développement embryonnaire, mais seul Pax5 et Pax8 conservent leur 
expression au stade adulte. 
1/ Structure et fonctions spécifiques des membres de la famille Pax
a. Structure
Tous les membres de la famille PAX codent des facteurs de transcription dont la 
structure de base est constituée d’un domaine de liaison à l’ADN appelé paired box domain 
(PBD), d’une région servant de régulateur de transcription des gènes cibles (avec un domaine 
activateur et un domaine inhibiteur) en C terminal, à laquelle peut s’ajouter un octamère et/ou 
un homéodomaine complet ou partiel. 
Bien que la structure de la séquence primaire des membres de cette famille soit très 
proche, les gènes Pax sont répartis en quatre classes selon les domaines structuraux que 
possède la protéine (Lang et al., 2007) (Figure 17) : 
- Classe I : Pax1 et Pax9 ont l’octamère mais ne possèdent pas d’homéodomaine. 
- Classe II : Pax2, Pax5 et Pax8 ont l’octamère et un homéodomaine partiel. 
- Classe III : Pax3 et Pax7 ont l’octamère et l’homéodomaine entier. 
- Classe IV : Pax4 et Pax6 possèdent l’homéodomaine complet mais pas l’octamère. 
La caractéristique déterminante de toutes les protéines Pax est la présence d'un 
domaine paired. Celui-ci a été initialement identifié chez la drosophile dans la protéine paired 
(Prd) (Treisman et al., 1991) et comprend un domaine de liaison à l'ADN composé de deux 































Le domaine Pai (extrémité N-terminale) interagit directement avec l'ADN. Le domaine 
Red (extrémité C-terminale), hautement conservé chez les membres de la famille PAX et au 
cours de l’évolution, n'interagit pas avec l'ADN directement, mais contribue à la majorité des 
interactions faisant intervenir le Paired domaine. Le domaine Paired permet également la 
liaison des protéines Pax avec d’autres protéines. 
b. Fonction
Les gènes PAX sont impliqués dans de nombreux processus lors de l’organogenèse 
pendant le développement embryonnaire en régulant la prolifération, le renouvellement 
cellulaire, la résistance à l’apoptose, la migration des précurseurs embryonnaires et la 
coordination des programmes de différenciation spécifiques. Leur spécialisation dépend du 
type cellulaire dans lequel chaque gène est exprimé. 
Groupe 1 :  
Pax1 est indispensable au développement de la colonne vertébrale.  
Pax9 est essentiel pour le développement de divers organes, comme par exemple le thymus, 
de certains éléments du squelette et des dents (Peters et al., 1998). 
Groupe 2 : 
Pax2 est impliqué dans le développement rénal et régule la sécrétion de glucagon par les ilots 
pancréatiques (Ritz-Laser et al., 2000). Il est également impliqué dans la protection contre 
l’apoptose induite par un stress osmotique dû à une forte concentration de NaCl dans le canal 
collecteur du rein (Cai et al., 2005). Son absence perturbe fortement la formation du 
mésencéphale (Stoykova and Gruss, 1994). Il est aussi associé aux fonctions de maturation du 
sperme par son rôle dans le fonctionnement de l’épithélium de l’épididyme (Oefelein et al., 
1996). 
Pax5 est associé à la formation du mésencéphale (Stoykova and Gruss, 1994) et joue un rôle 
dans la spermatogenèse et dans l’hématopoïèse (Adams et al., 1992). C’est le seul gène de la 
famille PAX à être exprimé dans le système hématopoïétique. 
Pax8 a un rôle fondamental dans le maintien de la différenciation fonctionnelle des cellules 
































que la thyroglobuline ou encore la thyroperoxidase (Pasca di Magliano et al., 2000). Pax8 est 
également exprimé dans le SNC et le rein. 
Groupe 3 :  
Pax3 et Pax7 sont probablement issus d’un ancêtre commun et leurs fonctions sont 
redondantes (Zhou et al., 2008). Ils régulent l’entrée des cellules dans la différenciation des 
cellules musculaires dès les stades les plus précoces (Seale et al., 2001). Ils sont également 
fortement impliqués dans la formation du système nerveux central (SNC) (Shin et al., 2003; 
Stoykova and Gruss, 1994; Thompson et al., 2004; Thompson et al., 2007; Thompson et al., 
2008). 
Groupe 4 : 
Pax4 et Pax6 interviennent dans le développement des cellules pancréatiques. Pax4 est 
essentiel pour le contrôle de l’homéostasie des cellules bêta pancréatiques productrices 
d’insuline (Brun et al., 2004), alors que Pax6 intervient dans la différenciation des cellules 
alpha pancréatiques productrices de glucagon et semble associé à la modulation du 
fonctionnement et de l’architecture des ilots pancréatiques (Hamasaki et al., 2007). Pax6 est 
également impliqué dans l’occulogenèse. Pax4 et Pax6 sont nécessaires pour le destin du 
système endocrinien dans le pancréas (St-Onge et al., 1997). 
2/ Organisation du gène PAX5
Chez l’Homme, le gène PAX5 est localisé sur le bras court du chromosome 9 dans la 
région p13.2 ; chez la souris son orthologue est localisé sur le chromosome 4. 
Ce gène est extrêmement conservé inter-espèce et notamment entre l’Homme et la 
souris dont les protéines présentent 99% d’identité.  
L’expression de Pax5 fut d’abord décrite comme étant mono-allélique (Nutt and 
Busslinger, 1999; Nutt et al., 1999b), puis ces données ont été contestée par Rhoades et al., 
qui a fourni les preuves de l'expression bi-allélique de Pax5 dans des cellules B immatures et 
matures de la rate par une analyse de RT-PCR sur cellule unique (Rhoades et al., 2000). Afin 
de mettre fin à la controverse et ainsi déterminer précisément si l’expression de Pax5 est 
mono ou bi-allélique, Fuxa et coll. ont mis en place un modèle de souris transgéniques dans 
















Figure 18 : Organisation génomique de Pax5. 
En rouge sont représentés les deux promoteurs alternatifs de Pax5. L’exon 1A est en rouge clair et 
l’exon 1B en orange ; les exons 2 à 10 sont représentés en gris. Les enhancers de Pax5 sont 















interne du ribosome (IRES) suivi soit du gène codant la GFP (pour Green Fluorescent 
Protein), soit du gène humain CD2 (antigène de surface des lymphocytes T) tronqué dans sa 
partie intracellulaire, permettant ainsi de suivre l’expression de chaque allèle 
indépendamment. Ce modèle a permis de démontrer une expression bi-allélique de Pax5 tout 
au long du développement, du stade pro-B jusqu’au stade B mature (Fuxa and Busslinger, 
2007). 
Le gène Pax5 s’étend sur 190 kb (Figure 18). Il est composé de 11 exons, et est régulé 
par deux promoteurs distincts : le premier en amont contenant la TATA-box associé avec 
l’exon 1A et le second en aval sans TATA-box couplé avec l’exon 1B (Busslinger et al., 
1996). Le démarrage alternatif de la transcription, en 5’ du premier exon (1A et 1B), donne 
deux ARNm distincts ayant une région codante commune (exons 2 à 10). Cet épissage donne 
naissance à deux isoformes Pax5A et Pax5B (Liu et al., 2002). 
L’expression de Pax5 est également régulée par deux enhancers. Le premier à avoir 
été découvert, le MHB (pour Midbrain-Hindbrain Boundary), se situe en amont du promoteur 
1A, et régule son expression lors du développement embryonnaire au niveau du système 
nerveux central. Le second, situé dans l’intron 5-6, régule l’expression de Pax5 au cours de la 
différenciation B (Decker et al., 2009). Cet enhancer et la région promotrice sont suffisants 
pour réguler l’expression de Pax5 dans la lignée lymphoïde B, bien que leur activation ne 
dépendent pas de E2a et de Ebf1 (Decker et al., 2009). La régulation de cet enhancer est 
complexe et s’effectue par étape. L’enhancer est méthylé (inactif) dans les cellules souches 
embryonnaires, puis est activé par déméthylation chez les progéniteurs hématopoïétiques 
multipotents. L’enhancer contient les sites de liaison des facteurs de transcription PU-1, IRF4, 
IRF8 et NF-κB. Ces régulateurs contribuent à l’activation de l’enhancer pendant le stade 
précoce des cellules B (Decker et al., 2009). La région promotrice est seulement activée au 
début du développement des cellules pro-B par Ebf1, qui est nécessaire pour le remodelage de 
la chromatine. L’ouverture de la chromatine dépendant de Ebf1 contribue à l’activation de 




















Figure 19 : Représentation schématique de la structure protéique de Pax5. 
PBD : Paired Box Domain ; OP : octapeptide ; NLS : séquence de localisation nucléaire ; HD : 















3/ Structure de la protéine PAX5 
La protéine Pax5 possède une structure composée de plusieurs domaines ayant chacun 
un rôle bien défini (Figure 19). 
Elle est composée d’ : 
- Un domaine PBD : Ce domaine assure la liaison à l’ADN et est très conservé au sein de la 
famille Paired Box. Il est structuré en six hélices alpha, conduisant à la formation de deux 
domaines, chacun étant capable de se lier à l’ADN et d’influencer l’affinité de liaison de 
l’autre à son site d’interaction (Czerny et al., 1993). Le recrutement des protéines de la famille 
Ets se fait au niveau de ce site de liaison à l’ADN (Fitzsimmons et al., 1996). Cette interaction 
altère la séquence de reconnaissance du domaine à l’ADN des facteurs Ets (Garvie et al., 
2001). 
- Un Octapeptide (OP) : Ce domaine permet le recrutement d’une protéine co-répressive de la 
transcription, Groucho 4 (Grg4) (Koop et al., 1996). La fixation de Grg4 sur l’OP fait baisser 
l’activité transcriptionnelle de Pax5 (Fisher and Caudy, 1998). 
- Un signal de localisation nucléaire (NLS) : Ce domaine permet à Pax5 d’être transporté dans 
le noyau, après sa synthèse protéique, où il va pouvoir se fixer sur ses cibles. 
- Un homéodomaine (HD) : Cet homéodomaine partiel est capable de se lier aux protéines de 
la TATA-box et régule la machinerie transcriptionnelle. Dirk Eberhard et Meinrad Busslinger 
ont montré que les TATA Binding Proteines (TBP) et le gène du rétinoblastome (Rb, 
suppresseur de tumeur, inhibiteur du cycle cellulaire) interagissaient directement avec Pax5. 
Bien que ce domaine soit nécessaire, il n’est pas suffisant pour assurer l’interaction avec ces 
deux protéines. Elles se lient également à d’autres régions de Pax5, condition nécessaire à la 
production d’un effet physiologiquement observable (Eberhard and Busslinger, 1999). 
- Un domaine servant de régulateur de transcription des gènes cibles (activateur et inhibiteur) 
(TAD et ID) : Ces domaines ont été identifiés par des analyses structurales. Le domaine de 
transactivation de 55 acides aminés contient des séquences PST riches (proline, sérine et 
thréonine) en C-terminal. Ce domaine exerce une fonction activatrice de transcription sur les 
cibles de Pax5 et il est soumis à une forte régulation négative par ses séquences adjacentes 
situées à l’extrémité C-terminale (Dörfler and Busslinger, 1996). La transcription des gènes 














Figure 20 : Représentation schématique des deux isoformes majoritaires de Pax5 : 
Pax5A et Pax5B. 
La différence entre ces deux protéines est uniquement leur premier exon (représenté en rouge 
pour Pax5A et en orange pour Pax5B). 
PBD : Paired Box Domain ; OP : octapeptide ; NLS : séquence de localisation nucléaire ; HD : 














(HAT), telles que CBP (CREB binding protein) (Emelyanov et al., 2002) ou le complexe 
SAGA. Son activité est ciblée au niveau de certains promoteurs par des interactions avec des 
activateurs transcriptionnels (Barlev et al., 2003). 
4/ Les isoformes de PAX5 
Le gène Pax5 présente deux régions promotrices distinctes, chacune respectivement en 
amont de l’exon 1A et de l’exon 1B. Le démarrage alternatif de la transcription à partir du 
promoteur 1A ou 1B conduit à la formation de deux isoformes protéiques majoritaires : Pax5a 
(aussi connu sous le nom de BSAP pour B-cell specific activator protein) et Pax5b. Ces deux 
isoformes diffèrent uniquement de par la séquence codée par leur premier exon ; soit les 15 et 
14 premiers acides aminés respectivement qui sont situés en partie amino-terminale (Figure 
20). 
Aucun motif fonctionnel connu n’est présent dans cette séquence d’acides aminés et 
donc le rôle de ce premier exon reste inconnu. En revanche, il est décrit que ces deux 
isoformes n’ont pas le même profil d’expression. Pax5a est exprimé exclusivement dans le 
lignage lymphoïde B tandis que Pax5b possède une expression plus ubiquitaire (avec des 
territoires d’expression préférentiels comme le système nerveux central, les testicules et la 
lignée lymphoïde B) (Adams et al., 1992). 
Des épissages alternatifs dans la région 3’ de Pax5 donne lieu à la production de deux 
autres isoformes Pax5d et Pax5e. L’isoforme Pax5d a perdu les exons 6 à 10 alors que 
l’isoforme Pax5e a perdu l’exon 2 et les exons de 6 à 10. Une étude a montré que les deux 
isoformes Pax5d et Pax5e avaient un fort potentiel régulateur sur l’activité de Pax5a (Lowen 
et al., 2001). Cette étude a démontré l’implication de ces isoformes dans l’activation et la 
différenciation des cellules de la lignée B en modulant la fonction de Pax5a. L’isoforme 
Pax5d est considérée comme un dominant négatif de Pax5a car elle est capable de se lier sur 
les cibles de Pax5a avec la même affinité et qu’elle est dépourvue de domaine de 
transactivation (Lowen et al., 2001). Ce suppresseur transcriptionnel voit son expression 
augmenter en fin de différenciation B afin d’inhiber l’expression de Pax5a et de ses cibles, et 
de stimuler l’expression de gènes plasmocytaires. Il a été également montré que Pax5d inhibe 




























Pax5e, quant à lui, est exprimé dans les cellules B aux stades précoces. Il semble avoir 
l’action inverse de Pax5d en activant la prolifération. Toujours dans la même étude, il apparait 
que Pax5e interagit fortement avec le complexe protéique de la thioredoxine (TRX) 
intervenant dans la prolifération des cellules B. TRX est une molécule d’oxydoréduction 
jouant un rôle protecteur contre une grande variété de stress oxydatifs grâce à ses propriétés 
de capture des radicaux libres. Elle a la possibilité d’activer d’autres facteurs de transcriptions 
comme Ref-1, NF-kB et Pax8, il est donc possible que Pax5e soit impliquée dans les 
mouvements dans le noyau de TRX. La séquence C-terminale de Pax5e pourrait jouer un rôle 
crucial dans la régulation rédox. Il semblerait donc que Pax5e ait un rôle de co-activateur 
(Lowen et al., 2001). 
Le profil d’expression de ces isoformes semble finement régulé au cours de la 
différenciation B et est probablement associé au caractère multifonctionnel de Pax5, voir à 
des implications pathologiques (Arseneau et al., 2009). 
B/ Rôle de PAX5 dans la malignité des cellules B 
1/ Généralités sur les hémopathies lymphoïdes de type B 
Les hémopathies lymphoïdes de type B sont un ensemble de pathologies hétérogènes, 
tant au niveau clinique que morphologique. Classiquement le point de départ de la pathologie 
permet de faire le distinguo entre les leucémies à point de départ médullaire et les lymphomes 
à point de départ ganglionnaire, pouvant secondairement disséminer partout (y compris dans 
la moelle osseuse). De plus, en fonction du stade de différenciation de l’atteinte 
lymphocytaire, on peut distinguer deux catégories : les hémopathies lymphoïdes à précurseurs 
B et les hémopathies lymphoïdes à B matures (Figure 21). 
Chaque étape l’ontogénie du LB peut être émaillée d’accidents oncogéniques. Les 
gènes impliqués dans la différenciation B normale sont donc potentiellement impliqués dans 
la cancérogenèse. 
PAX5 est un gène pivot de la lymphopoïèse B et son expression est finement régulée 
tout au long de la différenciation B. L’intégrité du gène PAX5 apparaît donc essentielle au 
développement B et ses altérations sont intimement liées au développement de la pathologie. 
En effet on retrouve dans certaines hémopathies malignes de la lignée B telles que les 














Figure 22 : Fréquences des différents profils génétiques des LAL-B de l’enfant et de 
l’adulte.  













cellules (LDBGC), soit une dérégulation de son niveau d’expression soit des mutations 
responsables d’une perte ou d’une altération de ces domaines fonctionnels. 
2/ Fonction oncogénique de Pax5  
Il a été rapporté que le gène PAX5 est la cible la plus fréquente de mutations 
somatiques dans les LAL-B pédiatriques, étant altéré dans 38,9% des cas (Mullighan et al., 
2007). Par la suite notre laboratoire a réalisé une étude qui a permis de montrer que le gène 
PAX5 est muté chez 34% des adultes atteints de LAL-B (Familiades et al., 2009).  
De façon générale, on retrouve, dans environ 40% des LAL-B, quatre translocations 
récurrentes : BCR-ABL1, les réarrangements de MLL, TEL-AML1 et E2A-PBX1. Ces 
anomalies moléculaires ne sont pas retrouvées dans les mêmes proportions dans les LAL-B de 
l’enfant et de l’adulte expliquant les différences de pronostic dans ces deux groupes (Figure 
22). 
Chez l’enfant, chez lesquels les LAL-B sont plutôt de bon pronostic, la fusion TEL-
AML1 est retrouvée dans ¼ des cas alors qu’elle n’est présente que dans 3% des cas adulte. 
Parallèlement, les LAL-B de l’adulte, généralement de mauvais pronostic, portent dans 33% 
des cas le chromosome de Philadelphie, caractéristique de la translocation t(7 ;22) à l’origine 
du gène de fusion BCR-ABL1, qui n’est seulement retrouvé chez 4% des cas pédiatriques.  
Par contre les altérations de PAX5 sont retrouvées dans les mêmes proportions dans les 
cas adultes et pédiatriques (Familiades et al., 2009; Mullighan et al., 2007). Ces altérations 
peuvent être des délétions hémizygotes partielles ou complètes, des délétions homozygotes, 
des amplifications partielles ou complètes, des mutations ponctuelles ou des translocations 
chromosomiques ayant des conséquences moléculaires différentes (Bousquet et al., 2007; 





































a.  Mutations affectant PAX5 
i Délétions et amplifications de PAX5 
Les délétions partielles ou totales d’un allèle de PAX5 sont les événements les plus 
fréquents parmi les différents types d’altérations, en effet dans l’étude de C. Mullighan 
l’altération du nombre de copies de PAX5 est retrouvée dans 52 LAL-B de l’enfant sur 192 
(27 %) (Mullighan et al., 2007). Dans cette étude, l’analyse génomique en haute résolution 
démontre que PAX5 est la cible principale des délétions. En effet, des délétions partielles de 
PAX5 sont retrouvées dans 32 cas sur 192, aboutissant soit à l’expression d’une protéine 
incomplète dans 23 cas (hypomorphes), soit à une absence d’expression du fait de la délétion 
des promoteurs ou de la région polyA dans 9 cas. Dans ces derniers cas, ces délétions peuvent 
être dues à une translocation déséquilibrée (4 cas). Cette même étude démontre que les 
délétions complètes d’un allèle de PAX5 sans mutation de l’autre allèle sont retrouvées dans 
21 cas (11 %). Un seul cas d’amplification partielle a été retrouvé. 
L’étude réalisée au sein de notre laboratoire a permis de mettre en évidence que les 
altérations du nombre de copie de PAX5 étaient également un évènement fréquent (31% des 
cas) chez les adultes atteints de LAL-B. En effet, dans cette étude Familiades et al. ont 
retrouvé des délétions totales et partielles d’un allèle de PAX5 dans respectivement 17% et 
10% des cas. Ils ont également identifié deux cas présentant une amplification totale (2%) et 
deux cas présentant une amplification partielle (2%) d’un allèle de PAX5 (Familiades et al., 
2009). 
Ces altérations ont pour conséquence une haploinsuffisance de PAX5, dont la 
conséquence pathologique est difficile à déterminer du fait que les souris hétérozygotes pour 
la délétion de PAX5 ont un phénotype normal (Urbánek et al., 1994). Cette délétion est 
aujourd’hui considérée comme un événement cumulatif dans le profil mutationnel, en 
coopérant avec d’autres altérations. PAX5 est notamment délété dans un tiers des LAL-B 
BCR-ABL1 positives. Sachant que cette catégorie de LAL-B porte, dans près de 80% des cas, 
une altération d’IKZF1, il est probable que ces deux gènes coopèrent dans l’émergence de 
cette maladie. Il est par exemple évoqué que la délétion d’un allèle PAX5 puisse favoriser 
l’apparition de la pathologie et que l’altération d’IKZF1 puisse être liée au phénomène de 















Figure 23 : Répartition des mutations ponctuelles retrouvées dans les LAL-B. 












La délétion de PAX5 est souvent associée à la délétion de CDKN2A et CDKN2B. En 
effet ces gènes sont retrouvés dans la même région en 9p. Cette association pourrait participer 
à l’aggravation de la pathologie notamment car CDKN2A et CDKN2B sont connus pour être 
des suppresseurs de tumeurs (Kamb et al., 1994a; Kamb et al., 1994b; Nobori et al., 1994). 
ii Mutations ponctuelles de PAX5:  
Des mutations ponctuelles de PAX5 ont été retrouvées chez 7% des patients atteints de 
LAL-B (Familiades et al., 2009; Mullighan et al., 2007) (Figure 23) et sont localisées dans les 
domaines fonctionnels du gène soit : 
- dans le domaine de liaison à l’ADN (V26G, P34Q, S67N, P80R et I138 FS), 
- dans le domaine de transactivation (G338W et G336 FS), 
- dans le domaine inhibiteur (IVS9+C>A). 
La mutation PAX5 P80R est un événement fréquent et récurrent détectée dans 5 des 
117 cas chez l'adulte (Familiades et al., 2009) et 4 des 192 cas chez l’enfant (Mullighan et al., 
2007) représentant donc 3 % des LAL-B. Notre laboratoire a identifié trois nouvelles 
mutations : PAX5 S67N, une insertion d’un G dans le codon 138 (exon 4) (PAX5 I138) et une 
insertion de deux G dans le codon 336 (exon 8) (PAX5 G336) menant à un décalage du cadre 
de lecture des derniers exons de PAX5, codant le domaine de transactivation et les domaines 
inhibiteurs (Familiades et al., 2009).  
Ces mutations pourraient avoir une fonction dans la pathogénie en modifiant l’affinité 
de liaison de PAX5 à ses cibles ou en perturbant sa capacité de recrutement des différents co-
facteurs nécessaires à son activité transcriptionnelle (Mullighan et al., 2007; Mullighan et al., 
2009). 
b. Translocations chromosomiques impliquant PAX5 
Des réarrangements du génome, notamment des translocations chromosomiques, sont 
retrouvés de manière récurrente dans les hémopathies malignes. Ces modifications de 
l’organisation du génome peuvent avoir deux conséquences : 
















Figure 24 : Translocations impliquant PAX5 retrouvées dans les LAL-B. 














- soit aboutir à la formation d’une protéine de fusion possédant une partie de deux gènes 
réarrangés de part et d’autre du point de cassure : on parle alors d’anomalie qualitative. 
Les translocations impliquant PAX5 (translocation de la bande p13 du chromosome 9, 9p13) 
sont retrouvées dans 2.6% des cas de LAL-B pédiatriques (Nebral et al., 2009).  
La première translocation à avoir été identifié est la translocation dicentrique 
(9;12)(p13;p13). Celle-ci est caractérisée par la présence de deux centromères sur le 
chromosome pathologique. La dic(9;12)(p13;p13), retrouvée dans des LAL-B, fusionne PAX5 
à TEL (ETV6) conduisant à l’expression d’une protéine de fusion (Cazzaniga et al., 2001; 
Strehl et al., 2003). TEL est un membre de la famille de 59 facteurs de transcription ETS 
contenant un domaine HLH (Helix-Loop-Helix) de dimérisation et un domaine ETS de liaison 
à l’ADN. TEL possède une expression ubiquitaire et joue un rôle important dans 
l’angiogenèse vitelline et l’hématopoïèse médullaire. La protéine de fusion contient à la fois 
le domaine PBD de liaison à l’ADN de PAX5 et les domaines HLH et ETS de TEL. Cette 
chimère a une localisation nucléaire du fait de la conservation de la séquence de localisation 
nucléaire de TEL. Il semblerait que PAX5-TEL agirait comme un répresseur fonctionnel en se 
liant sur les cibles de PAX5. Une étude fonctionnelle de la chimère a montré un effet 
dominant négatif sur PAX5 sauvage. Cette chimère interférerait dans les processus de 
différenciation B en sous exprimant le CD45R, conduisant à une perte de l’identité B, 
permettant la migration grâce à la cytokine CXCL12 et entrainant une résistance à l’apoptose 
en résistant au TGFβ1, cytokine antiproliférative et proapoptotique (Fazio et al., 2008).  
Par la suite, 15 partenaires différents ont été identifiés, principalement par notre 
équipe, dans des translocations impliquant PAX5 (Bousquet et al., 2007; Coyaud et al., 2010; 
Nebral et al., 2009). Ces partenaires codent pour des protéines de fonctions diverses telles que 
les facteurs de transcription (ETV6, FOXP1, ZNF521, PML, DACH1, DACH2), des 
régulateurs de chromatine (NCoR1, BRD1), des protéines kinases (JAK2, HIPK1), une sous-
unité du pore nucléaire (POM121), un composant de la matrice extracellulaire (ELN) et les 
protéines de fonction inconnue (GOLGA6, AUTS2, C20orf112) (Coyaud et al., 2010; Nebral 
et al., 2009) (Figure 24). 
Dans tous les cas, la partie 5’ de PAX5 est conservée et s’associe à la partie 3’ du 
partenaire de fusion. Toutes ces protéines de fusion conservent le domaine Paired box de 
PAX5 mais ont perdu le domaine de transactivation de la partie C-terminale. Il est par ailleurs 
















Figure 25 : Modélisation de la translocation IGH-PAX5.  














sauf pour PAX5-ETV6. Ces translocations conservent la séquence de localisation nucléaire de 
PAX5 permettant une localisation nucléaire de la chimère. Pour PAX5-ETV6 la NLS est 
amenée par la partie ETV6 de la chimère.  
Le profil d’expression des chimères, étant sous le contrôle de la région promotrice de 
PAX5, est superposable à PAX5 sauvage. Les protéines chimériques testées agissent comme 
des répresseurs constitutifs de l’allèle restant de PAX5, expliquant ainsi le blocage de la 
différenciation B. Certains de ces mutants, comme PAX5-ELN, PAX5-FOXP1 et PAX5-
ZNF521, sont décrits comme des dominants négatifs de PAX5 sauvage (Bousquet et al., 
2007) car ils sont notamment capables d’inhiber de manière compétitive la transcription de 
CD19 dépendante de PAX5 et qu’ils ont également la capacité de se lier aux mêmes sites de 
régulation (Bousquet et al., 2007; Mullighan et al., 2007). 
La complexité du caryotype permet de suggérer si une anomalie chromosomique est 
plutôt l’évènement princeps ou un évènement secondaire lors de la pathologie. La complexité 
du caryotype est déterminée en absence de toute translocation récurrente (BCR-ABL1, E2A-
PBX, TEL-AML1 et les translocations MLL) par le nombre d’altérations chromosomiques 
indépendantes (caryotype simple moins de 3 altérations, caryotype complexe à partir de 3). 
Una altération associée à un caryotype simple suggère que la translocation est un évènement 
princeps comme c’est le cas pour les translocations de PAX5 (Coyaud et al., 2010). Les 
délétions hétérozygotes de PAX5 sont associées à un caryotype complexe suggérant qu’elles 
ne seraient que des évènements additionnels dans le processus leucémogène (Coyaud et al., 
2010). 
i Exemple de translocation entrainant une surexpression de PAX5 : IGH-PAX5 
La translocation chromosomique t(9;14)(p13;q32) a d’abord été décrite dans la lignée 
KIS-1 établie à partir d’un patient atteint d’un lymphome B diffus à grande cellules 
(LBDGC). Cette translocation juxtapose la totalité du gène PAX5 et le locus de la chaîne 
lourde des immunoglobulines (IgH) (Figure 25). 
L’exon 1A de PAX5 se retrouve à proximité de l’enhancer Eμ du locus IgH entraînant 
une surexpression de la protéine PAX5 normale à la base du phénotype oncogénique de la 
lignée KIS-1 (Busslinger et al., 1996). L’augmentation de l’expression de PAX5 contribue 
probablement à la formation de tumeurs en perturbant la régulation des gènes cibles de PAX5 












Figure 26 : Modélisation de la translocation PAX5-ELN.
Structure protéique de PAX5 (en haut), de la translocation PAX5-ELN (au milieu) et de l’élastine (en 












De plus, le défaut d’extinction de l’expression de PAX5 empêche la différenciation terminale 
en plasmocytes (Nera et al., 2006) expliquant ainsi le blocage des cellules au stade B matures. 
Cette translocation a été modélisée par une souris knock-in (KI) où un mini-gène 
PAX5 a été inséré dans le locus IgH murin (Souabni et al., 2007). Dans ce système, la 
translocation est exprimée dans toutes les cellules du système lymphoïde exprimant IgH, 
contrairement à l'humain où elle est retrouvée uniquement dans les cellules B des centres 
germinatifs lors de la différenciation tardive. PAX5 altère la lymphopoïèse T en activant les 
gènes spécifiques de la lignée B et en réprimant les gènes du développement T. Ces souris KI 
pour IGH-PAX5 ont développé des lymphomes lymphoblastiques T agressifs.  
ii Exemple de translocation entrainant l’expression d’une protéine hypomorphe de 
PAX5 : PAX5-ELN 
En 2007, notre groupe a isolé une nouvelle translocation t(7;9)(q11;p13) dans deux cas 
de LAL-B adultes fusionnant PAX5 au gène de l’élastine (ELN) (Bousquet et al., 2007). Cette 
translocation, isolée, équilibrée et récurrente, conduit à la juxtaposition de la région 5’ du 
gène PAX5 avec la quasi-totalité de ELN (Figure 26). D’autres cas ont été isolés depuis chez 
l’adulte.  
ELN localisé en 7q11.2 code une protéine insoluble de la matrice extracellulaire de 
72kDa qui constitue le composant principal des fibres élastiques nécessaires à l’élasticité de la 
peau, des vaisseaux sanguins, du cœur, des poumons, des intestins, des tendons et des 
ligaments. PAX5 perd dans cette fusion les domaines de transactivation et de répression 
transcriptionnel mais conserve son domaine Paired box et la séquence NLS (permettant à cette 
chimère d’être retrouvée dans le noyau des cellules). Des analyses d’immunoprécipitation de 
la chromatine ont clairement indiquées que PAX5-ELN conserve les capacités de fixation aux 
cibles de PAX5 telles CD19 et BLNK et qu’elle diminue leur expression chez les patients. 
Notre équipe a montré que PAX5-ELN a un rôle de dominant négatif sur la fonction de PAX5 
sauvage et interfère en particulier dans la transcription de gènes nécessaires à la 
différenciation et au contrôle de la prolifération des lymphocytes B précoces ce qui expliquent 
le blocage des cellules B contenant PAX5-ELN à un stade pré-B (Bousquet et al., 2007; 
Puissegur et al., 2012). 
Les deux exemples de translocations chromosomiques présentées ici illustrent deux 
des différents mécanismes clés associés à PAX5 : son extinction pour permettre la 































3/ Fonction de suppresseur de tumeur de PAX5 
L’analyse génomique de cohortes de LAL-B a révélé que PAX5 est la cible la plus 
fréquente des mutations somatiques (Familiades et al., 2009; Kuiper et al., 2007; Mullighan et 
al., 2007). Des délétions mono-alléliques ou des mutations ponctuelles de PAX5 entrainent 
une haplo-insuffisance ou la génération d’allèles hypomorphes. Ceci indique qu’une perte 
d’hétérozygotie de PAX5 est susceptible de contribuer à la leucémogenèse. 
Un sous-ensemble particulier de LAL-B, défini par la translocation BCR-ABL1, porte 
des délétions hétérozygotes de PAX5 en combinaison avec une délétions IKZF1 (Ikaros) dans 
51% des cas (Mullighan et al., 2008). Des délétions hétérozygotes de gènes codant les 
facteurs de transcription TCF3 (E2A), TCF4 (E2-2), EBF1, LEF1 et IKZF3 (Aiolos) sont 
également détectés dans les LAL-B, mais à une fréquence beaucoup plus faible (Kuiper et al., 
2007; Mullighan et al., 2007). Ces données suggèrent que comme dans tout processus 
leucémogène, il existe une coopération entre les différents évènements oncogéniques.  
Par exemple, l'expression d'une forme constitutivement active de STAT5 dans des 
souris Stat5b-CA entraine rarement un phénotype leucémique, alors que les souris 
hétérozygote Pax5+/- ne développent jamais de tumeurs (Heltemes-Harris et al., 2011). A 
l’inverse, les souris doubles transgéniques Stat5b-CA Pax5+/- développent rapidement des 
leucémies (Heltemes-Harris et al., 2011), indiquant donc, que Pax5 peut coopérer en tant que 
gène suppresseur de tumeur haploinsuffisant avec d'autres évènements oncogéniques dans le 
développement de LAL-B. 
Une autre étude suggère le potentiel rôle de suppresseur de tumeur de PAX5 : les 
souris Cd19-Cre Pax5fl/- âgées (souris n’ayant plus aucun allèle de Pax5 fonctionnel dans les 
cellules CD19 positives) développent des lymphomes agressifs à cellules progénitrices. 
L’expression des gènes cibles de Pax5 dans ces cellules est semblable à celle des cellules pro-
B Pax5-/- (Cobaleda et al., 2007a). Toutefois, ces cellules lymphomateuses déficientes pour 
Pax5 portent des réarrangements des loci IgH et IgK indiquant qu'elles doivent provenir de 
dédifférenciation de cellules B matures ou immatures (Cobaleda et al., 2007a). La déficience 
de Pax5 au stade progéniteur contribue probablement à la lymphomagenèse, car les cellules 
Pax5-/- conservent un fort potentiel d’auto-renouvellement (Schaniel et al., 2002) similaire aux 
cellules souches et aux cellules souches cancéreuses (Lobo et al., 2007). Par conséquent, la 
































comme un suppresseur de tumeur de la lignée lymphoïde B chez la souris (Cobaleda et al., 
2007a). 
En résumé, le contrôle du niveau d’expression et de la fonction de Pax5 est essentiel à 
la lymphopoïèse B normale ainsi qu’à la prévention de la formation tumorale. En effet, après 
une dérégulation, Pax5 peut agir, au sein du même tissu, soit comme un suppresseur de 
tumeur soit comme un oncogène promouvant la malignité des cellules B. Il est intéressant de 
noter que Pax5 n’est pas le seul facteur de transcription à disposer de ce double rôle 
diamétralement opposé. On retrouve par exemple Notch1 qui présente une fonction 
oncogénique dans les LAL-T (Grabher et al., 2006) et un rôle de suppresseur de tumeur dans 













































































OBJECTIFS DE LA THESE 
De par sa structure alliant une partie hospitalière (composée du laboratoire 
d’anatomopathologie dirigé par le Pr. Brousset et du laboratoire d’hématologie moléculaire 
dirigé par le Pr. Delabesse) et une partie de recherche fondamentale, mon équipe de recherche 
s’est spécialisée dans la caractérisation et la modélisation, à partir de cellules de patients, des 
évènements moléculaires responsables d’hémopathies malignes. 
En 2007, notre laboratoire a détecté une translocation t(7;9)(q11;p13) chez 2 patients 
adultes atteints de leucémies aigues lymphoblastiques de type B (LAL-B). Cette translocation 
induit une fusion entre deux régions génomiques produisant un gène chimère codant la 
protéine de fusion PAX5-ELN. Notre équipe a montré que PAX5-ELN avait un effet 
dominant négatif sur PAX5 endogène ce qui pourrait expliquer le blocage de maturation des 
cellules B chez ces patients de LAL-B. 
Depuis notre équipe a été activement impliquée dans l’étude de PAX5. Le gène PAX5 
est fréquemment altéré dans les hémopathies malignes que ce soit par des mutations de 
structure ou par la modulation de son expression. En effet, une perte d’hétérozygotie de PAX5 
est retrouvée associée avec des LAL-B alors que sa surexpression est retrouvée dans des 
lymphomes B diffus à grandes cellules (LBDGC). Une dose appropriée de PAX5 semble 
donc être un élément essentiel dans l’ontogénie des cellules B, et une meilleure 
compréhension des mécanismes régulant son expression permettrait de mieux comprendre son 
influence sur le programme de différenciation  B. 
Dans ce but, ma thèse a majoritairement été consacrée à la compréhension des 
mécanismes d’action des deux promoteurs et de l’enhancer B-spécifique de Pax5, dans le 
contrôle de l’expression des deux isoformes Pax5A et Pax5B. J’ai également étudié les 
propriétés fonctionnelles de ces deux isoformes au cours de la différenciation B normale. Ces 
expériences ont été réalisées en collaboration avec l’équipe du Professeur Michel Cogné. 
Pour le versant pathologique, dans le contexte des hémopathies malignes, je me suis 
intéressée à deux types de translocations isolées au laboratoire : PAX5-ELN et des 
translocations impliquant RET. Ces deux études m’ont permis de rechercher les mécanismes 
moléculaires pour des translocations impliquant soit un facteur de transcription, PAX5, soit 
une tyrosine kinase, RET. 




En collaboration avec l’équipe du Docteur Amine Khamlichi. Nous avons mis en 
place un modèle murin exprimant PAX5-ELN spécifiquement dans les lymphocytes B et j’ai 
commencé la caractérisation de ce modèle.  
Enfin, j’ai pu mettre en évidence le caractère oncogénique de deux nouvelles 
translocations impliquant la tyrosine kinase RET chez deux patients atteints de leucémie 




















































































PAX5A and PAX5B isoforms are both 
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The commitment of hematopoietic stem cells to each cell lineage is strictly controlled. 
Specific extracellular stimuli and transcription factors play important roles in the development 
of B lymphocytes from hematopoietic stem cells. The transcription factors PU.1 and Ikaros 
work together in the early developmental stages, while E2A, Early B-cell Factor (EBF) and 
Paired box 5 (Pax5) are crucial for differentiation from pro-B cells into mature B cells 1 
PAX5 is a member of the highly conserved paired-box (PAX) domain family of transcription 
factors 2 3. The PAX family is characterized by a conserved DNA-binding domain at the N-
terminal part of the protein and contains nine members, PAX1 to PAX9, which are involved 
in the regulation of tissue homeostasis.  
In the hematopoietic system, PAX5 in crucial for the maintenance of the B lymphoid lineage 
identity4,5 by suppressing alternative lineage choices6,7. Pax5 also enhances the transcription 
of B cell specific genes and participate to the chromatin-remodeling at the IgH locus assuring 
the IgH locus contraction and the VDJ recombination of immunoglobulin heavy chain 4.  
Pax5 inactivation in mice leads to a blockade of B cell at the pro B stage5. The Pax5-deficient 
pro-B cells are able to trans-differentiate into other cell types, such as T, natural killer, and 
dendritic cells 7,8 and to de-differentiate into lymphoid precursor cells even at a late stages of 
B cell differentiation as shown by Pax5 conditional inactivation 9.  
Pax5 is expressed from the proB cell stage and as to be turned off to allow plasmacytic 
transition. 10 
In vertebrate, PAX5 expression is controlled by two distinct promoters, the distal P1a and the 
proximal P1b promoters 11 which initiated transcription from two alternative 5′ first exons 
(exons 1A and 1B) leading to the expression of two isoforms PAX5A and PAX5B. The only 
structural difference between PAX5A and PAX5B thus consists in a different N-terminal 
sequence while little is known about potential functional differences. Exon 1a codes for 15 
amino acids that differ totally from the 14 amino acids translated from the exon 1b 
sequence12. Despite this very high degree of identity, these two isoforms have different 
preferential territories of expression: PAX5b is transcribed both in B cells and other cell types 
(central nervous system, testis), while PAX5A, also named B-cell–specific activator protein 
(BSAP), is restricted to the B lymphoid lineage10.  
In 2009, Decker et al. reported the identification of an intragenic B-cell specific enhancer13. 
Our work aimed to further characterize the mechanisms that control the expression of the two 
isoforms and to question if the different territories of expression of these two isoforms only 
reflect different genetic contexts driven by different transcription factors or if, in B cell 
differentiation context, these two isoforms are not molecularly interchangeable.  
  
RESULTS 
Pax5 expression is not correlated to expression of neighboring genes in hematopoietic 
cells 
The genomic organization of the mouse Pax5 loci is shown in Figure 1A. Pax5 is flanked by 
Melk and Zcchc7 in several species (eg. human, chimpanzee, horse, pig, dog, chicken, 
zebrafish). 
In order to decipher the transcriptional relationship between the genes within the Pax5 locus 
in B-cells, quantitative RT-PCR was used to measure transcript levels of Pax5 and its 
neighboring genes, Melk and Zcchc7, together with Abl1 as a widely expressed control gene. 
The results obtained using a panel of mice B-cell lines and in macrophages, proB and B220-
positive cells derived from the mice bone marrow are shown in Figure 1B. Ebf1 expression 
serves as a positive control since is expression is directly correlated to the Pax5 expression 
level. 
The level of expression of the Pax5 gene is not correlated to the level of Melk or Zcchc7 
expression. This result demonstrates that Pax5, Melk and Zcchc7 don’t lie within a common 
transcriptional domain and suggest the absence of regulatory elements that act on the three 
genes in hematopoietic cells. We then focused the search for Pax5 regulatory elements to a 
400 kb genomic region that lies between Melk and Zcchc7. 
Pax5a and Pax5b are differentially expressed in hematopoietic cells 
We investigated the expression of Pax5 isoforms in B-cell lines with a primer targeting 
specifically exon 1a or exon 1b and a common primer targeting the exon 10 of Pax5. As 
shown in Figure 2, BaF/3 and macrophages do not express any of the two Pax5 isoforms. In 
contrast, 38B9, 18.81, A20, Wehi cell lines as proB cells express both Pax5 isoforms. As for 
70Z3 and Sp2/0 cell lines, they express respectively Pax5A or Pax5B. It appears that different 
B cell lines show different pattern of expression of the two isoforms depending on the 
maturation step of these cell lines. 
In early and late B cell differentiation, Pax5a is the major isoform 
We designed specific quantitative RT-PCR assay to distinguish between Pax5a, Pax5b and 
total Pax5 expression. We analyzed Pax5 transcripts in BaF/3, 70Z3, 38B9, 18.81, A20 and 
Sp2/0 cell lines. Figure 3 A show that Pax5 transcipt level varies depending on the cell lines 
Pax5a transcripts (exons 1a/2 probe) is the major Pax5 isoforms compared to the Pax5b 
transcripts (exons 1b/2 probe) in cell lines expressing Pax5 as shown in Figure 1B. We also 
analyzed Pax5 expression in sorted splenic primary B cell (B220+ CD138+), in a resting or 
activated by LPS state or in sorted plasmablast (B220+ CD138-). Figure 3C show that total 
Pax5 (exons4/5 probe) transcription is decreased after B cells activation and that PAX5a 
transcripts (exons 1a/2 probe) is the major Pax5 isoform before and after stimulation of B 
cells. Although Pax5a transcripts are downregulated following LPS-activation in activated B 
cells and plasmablasts, Pax5b transcripts (exons 1b/2 probe) seem not to be regulated in the 
same way. Indeed, we observed that Pax5b transcripts are significantly upregulated (2-fold) in 
activated B cells and then, are drastically reduced in plasmablasts, Accordingly, the Pax5a 
mRNA/Pax5b mRNA ratio was diminished in activated B cells (Fig.3D). The increase of 
Pax5b transcripts in activated B cells while these transcripts are almost undetectable in 
plasmablasts drives us to examine if this transcriptional regulation reflect a potential role of 
Pax5b in late B cells. 
Promoters’ acetylation reflects the expression pattern of Pax5 isoforms 
The acetylation of histone H3 is a mark of activity to highlight the regulatory elements14. We 
have therefore established by chromatin immunoprecipitation the acetylated histone H3 
profile of the Pax5 genomic region (between Melk and Zcchc7) on BaF/3, 38B9, 18.81, A20, 
70Z3 and SP2/0 cell lines (Figure 4A). We investigated the Pax5 regulatory elements by 
chromatin immunoprecipitation of acetylated histones of the most conserved elements across 
30 species in a 400 kb region between Melk and Zcchc715. We observed a unique peak of 
acetylation covering the promoter region. We increased the resolution of the ChIP analysis 
over this region (Figure 4B). No acetylation of the Pax5 promoter region in the Ba/F3 cell line 
was detected. In contrast, the cell lines expressing both Pax5a and Pax5b isoforms 38B9, 
18.81 and A20 show two peaks of acetylation at +0kb corresponding to the promoter A and at 
+7kb corresponding to the promoter B. The cell lines expressing either Pax5a or Pax5b 
isoforms have a distinct pattern. 70Z3 expressing only Pax5a have a unique peak of 
acetylation at +0kb corresponding to the promoter A. Sp2/0 expressing only Pax5b have a 
unique peak of acetylation at +7kb corresponding to the promoter B. Consequently, the 
histone H3 acetylation profiles overlap the expression profiles of the Pax5 isoforms. 
Pax5 intragenic B-specific enhancer is correlated to the presence of Pax5b isoform 
In 2009, Decker et al. identified a new regulatory element of Pax5 located in the intron 5 13. 
This enhancer is moderately conserved compared to the other regions in the Pax5 locus. The 
enhancer was acetylated in the cell lines expressing either both Pax5 isoforms (38B9, 18.81 
and A20 cell lines) or only Pax5b (Sp2/0). The enhancer region was not acetylated in the cell 
lines not expressing Pax5 (BA/F3) or only Pax5a (70Z3) (Figure 5). These data suggest that 
the activity of the enhancer might be coupled to the activity of the promoter B. 
 
Both PAX5A and PAX5B isoforms can restore in vitro B cell differentiation.  
We have then asked the potential of the two isoforms to drive early B cell differentiation. 
Pax5-/- cells are blocked at proB stage and proliferate in presence of IL7 (Figure 6). The IL7 
depletion allows engagement in B differentiation. Pax5-/- cells do not express the CD19 
surface marker. Here, we have complemented these cells either with PAX5A or with PAX5B, 
by retroviral infection. Cells infected with the empty vector MIE are used as negative control. 
MIE infected cells don’t express CD19 surface marker either in the presence or absence of 
IL7. Pax5A and Pax5B infected cells stopped proliferating and express on their surface the 
CD19 marker in the presence of IL7 and after the IL7 withdrawal. PAX5A and PAX5B 
restore the expression of the CD19 surface marker suggesting that PAX5A and PAX5B are 
able to drive B differentiation unlike the empty vector MIE. 
PAX5B confers a growth advantage to Pax5-/- cells compared to PAX5A 
Infected Pax5-/- cells by MIE, PAX5A and PAX5B were seeded at the same concentration 
then were cultured in presence of IL7 for several days. After 5 days of culture, we recovered 
and counted proB cells. The number of Pax5B infected cells is significantly increased 
compared to cells infected with empty vector MIE and no difference was observed with 
PAX5A (Figure7). These results demonstrate that PAX5B confers a growth advantage to 
Pax5-/- cells either by increasing cell proliferation or by decreasing apoptosis. 
Pax5b is inactive in plasma cells 
We next assessed the activity of PAX5A and PAX5B using a luciferase reporter system 
pCD19Luc containing Pax5 binding sites. Full length PAX5A and PAX5B cDNA were 
cloned into the pcDNA3.1 expression vector. Vectors were cotransfected with a third vector 
expressing GFP used to normalize the luminescence level to the transfection efficiency. 
PAX5A and PAX5B activity was first examined in 293T cells. Compared to a negative 
control containing AID cDNA (which does not behave as a transcriptional regulator), both 
PAX5A and PAX5B activates the transcription of the luciferase gene (Figure 8A). However, 
the activity of PAX5B is significantly lower than PAX5A. In the plasma cell line S194 
lacking endogenous Pax5 expression, only PAX5A display transcriptional activity suggesting 
that PAX5B binding to the CD19 promoter was altered in those cells (figure 8B). 
 
Pax5 is bound to the 3’ RR in activated B cells  
In B cell lines, it has been reported that Pax5 could bind isolated hs1,2 (3’E) or hs4 elements 
of the 3’RR. The whole 3’RR, which spans about 30kb features the presence of palindromic 
regions including hs3a and hs3b elements, two inverted copies of the same enhancer sequence 
located on both sides of hs1,2. To further characterized interaction of Pax5 on hs1,2 and hs4 
elements in their physiological context, we precipitated chromatin using antibody raised 
against Pax5 in splenic B cells (figure 9A). Amplification of an irrelevant sequence (Upf1 
intronic sequence) devoid of Pax5 binding sites gene was used as negative control. As 
expected, a significant enrichment of CD19 promoter was obtained using anti-Pax5 antibody 
in resting B cells. We also observed an enrichment of the 3’RR in resting B cells but it was 
restricted to the hs4 element. Following B cells stimulation with LPS for 4 days, we detected 
an enrichment of the two hs1,2 and hs4 elements while this is not the case for CD19 promoter. 
Because PAX5 was described to bind a synthetic hs1.2 fragment 16 in mature B cells lines, 
absence of PAX5 binding on the hs1,2 element in resting B cells line was unexpected. We 
performed ChIP experiments in the mature B cell line A20 which expresses Pax5 and we 
obtained the same results than in primary resting B cells (figure 9B). Since Pax5a and Pax5b 
isoforms are discriminated only by their exon 1 of the coding region, our ChIP experiments 
can’t permit to discriminate between Pax5a and Pax5b. Therefore, we next analyzed the 
expression of each isoform during LPS activation of B cells. 
Neither PAX5a nor PAX5b are able to regulate the 3’RR in plasma cells 
Then, we analyzed whether both PAX5A and PAX5B isoforms could modify the 
transactivation function of the 3’RR in S194 plasma cells. Indeed, PAX5 isoforms are 
naturally downregulated in plasma cells and, in parallel, the 3’RR activity is strongly 
increased. We asked whether these isoforms could modify the 3’RR activity using a reporter 
assay based on the luciferase expression depending on the VH promoter (pVH). This 
promoter is active in the B cell lineage and its transcription level is upregulated by the 
addition of a synthetic 3’RR containing the four enhancers in their palindromic structure 
(hs3a, hs1.2, hs3b, hs4) (Figure 10). Moreover, we did not observed any significant changing 
in RLU intensity upon the addition of both PAX5 isoforms, suggesting that 3’RR is likely 




Pax5 is a major regulator of B cell differentiation by promoting the expression of B cell 
specific genes and by repressing commitment to other cell lineages.  
To allow zero-defect B cell differentiation the PAX5 dose has to be tightly controlled since a 
dosage alteration of PAX5 can be associated with B cell malignancies. Overexpression of 
PAX due to the IgH-Pax5 fusion is associated with NHL 12 and loss of heterozygosity is 
associated with B-ALL17,18. The regulation of PAX5 expression, in vertebrate, is complex 
with two different 5’ isoforms (PAX5a and Pax5b) from two different promoters. These two 
isoforms differ only by the sequence of their first coding exon encoding no specific motifs. 
PAX5B is related to PAX2, since its first exons are 65% homologue. Despite this very high 
degree of identity, these two isoforms have different preferential territories of expression 
since PAX5B is widely expressed; PAX5A expression is restricted to B cell lineage.  
Very little is known about what regulates the balance of expression between these two 
isoforms and on the differences of function of these two isoforms in the different tissues. 
The aim of this study was to decipher the mechanism of action of Pax5a and Pax5b in the 
context of B cell differentiation. 
In order to better characterize the Pax5 expression locus, we have analyzed the correlation of 
the expression of Pax5 and its adjacent genes, MelK and Zcchc7 in different B murine cell 
lines and in murine primary cells. We have demonstrated that these genes’ expression is 
totally independent suggesting that all the regulatory elements controlling Pax5 expression are 
located between these two genes. 
We have then analyzed the acetylation level of histone H3 at the site of the two promoters and 
on the recently described B-cell specific enhancer13 in different cell lines and showed that the 
acetylation status of histone H3 of the promoters can predict the expression pattern of the two 
isoforms. We also showed that the Histone H3 acetylation of the enhancer is correlated with 
the presence of the Pax5b isoform.  
 
Nonetheless in B cells there is a majority of the Pax5a isoform over Pax5b isoform even if the 
promoter 1b is acetylated at the same level than the promoter 1a showing that the expression 
of the two isoforms is an active mechanisms regulated by transcription factors which enhance 
or repress the activity of the promoters depending on the cell lines or the differentiation step. 
In early B cell differentiation PAX5A and PAX5B are both able to complement the Pax5-/- 
cells and resume ex vivo the  B cell differentiation until the  CD19 positive/mIgM positive 
stage showing that they are both able to transactivate or repressed important targets in this 
process.  
We further observed that PAX5b confer a growth advantage of the rescued Pax5-/- cells 
compared to Pax5a rescued cells. Up-regulation of Pax5b during B cells activation that we 
observe, could participate in preventing apoptosis of activated B cells since the suppression of 
PAX5B increases susceptibility of REH cells to apoptotic death19. 
We have also studied the differences of Pax5a/Pax5b at later stages of B cell differentiation 
We observed that Pax5b and Pax5a are expressed simultaneously in primary B cells but they 
exhibit a distinct regulation upon B cell activation. Pax5a transcripts are decreased in 
activated B cells and in plasmablasts while Pax5b transcripts are increased in activated B cells 
and virtually absent in plasmablasts. To get insight in a potential function of PAX5B at late 
stages of differentiation, we tested its transcription transactivation property on the pCD19-
luciferase reporter. PAX5A is able of transactivation in both 293T (non-lymphoid) and S194 
(lymphoid) cell lines whereas PAX5B is able to drive the luciferase expression only in a non-
lymphoid context.  
These results, are pointing out that PAX5B isoform seems not to mediate a transcription 
transactivation on the CD19 promoter in B lymphoid cells, nevertheless it appears capable of 
binding to this promoter since it drives the luciferase expression using the same assay in 
293T. We cannot distinguish if PAX5B is devoid of transcription activation function or if 
PAX5B is a transcription repressor as proposed by Robichaud et al. who has shown that 
PAX5B negatively regulates CD19 expression in B cell line REH19 as the specific suppression 
of PAX5B transcripts using ribozymes leads to the increase of the CD19 expression.  
PAX5, among others factors, is known to regulate the 3’RR, a cis-acting regulation element of 
recombination (VDJ recombination and class switch recombination) and mutation (somatic 
hypermutation) processes that target the IgH locus during B cell development. 
As expected, we observed by chromatin immunoprecipitation the binding of PAX5 on the 
3’RR in the mature B cell line A20. Using the same assay, we checked whether the 
stimulation of primary B cells is coupled with changes in PAX5 binding on the 3’RR and we 
observed an enrichment in the precipitated chromatin of the two elements hs1,2 and hs4 using 
anti-PAX5 antibody in the activated B cells compared with the resting B cells. By transfection 
of either PAX5A or PAX5B, we observed that the 3’RR is insensitive to a PAX5 regulation in 
S194 plasmacytoma cell line. 
Also, we observed the increase of PAX5 binding to the 3’RR upon B cell activation. PAX5 is 
described as a repressor of the 3’RR, since the expression of PAX5 is inversely correlated to 
the 3’RR activity 20 and since in vitro experiments using reporter vectors bearing hs1,2 
element in B cells lines show a maximal activity in absence of PAX5 binding 20-23. On one 
hand, PAX5 seems to be able to activate or repress hs4 element, depending on the 
developmental stage of B cells16. On the other hand, it was shown that PAX5 is bound to 
hs1,2 prior and after stimulation of splenic B cells and that the expression of PAX5 in 
activated B cells does not prevent the induction of Hs1,2 activity 24. These data are consistent 
with our observations that nor PAX5a nor PAX5b are able to downregulate the 3’RR activity. 
These result obtained in our lab indicates that the whole 3’RR activity is not comparable to 
the activity obtained from an isolated hs1,2 or hs4 element. Thus, accumulation of PAX5 
binding on the 3’RR in activated B cells is not exclusive with induction of the 3’RR activity 
and may reflect a function of PAX5 in the mechanisms of chromatin remodeling permitting 
accessibility of the IgH locus. Recently, it has been shown that PAX5 recruits PTIP, and this 
interaction induces H3K4me3 and stabilizes the PAX5 binding on the IgH locus25. More, it 
has been demonstrated the implication of PTIP in class switch recombination25,26. 
Nevertheless our ChIP experiment does not permit us to discriminate between Pax5a and 
Pax5B and we cannot deduce which of Pax5 isoforms is bound to the 3’RR in activated B 
cells.  
 
Our results show very few differences between PAX5A and PAX5B mechanisms of action 
and tent to prove that these two isoforms may be interchangeable in B cell differentiation. The 
very tight regulation of this two isoforms may only reflect the differences of the two 
promoters which bind different transcription factors present or absent in different contexts 
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Figure1. Pax5 expression is not correlated to the expression of neighboring genes 
 (A) Genomic organization of the murine Pax5 region. (B) Relative levels of expression of the 
murine Pax5 and neighboring genes as assessed by quantitative RT-PCR. Expression of abl1 
in each cell line is defined as 100% (dark grey oval). Other transcript levels were normalized 
and are shown as various shades of grey, with white ovals representing 0% dark black 1000% 
of abl1 expression. Ebf1 expression is shown as a positive control since is depending on Pax5 
expression. 
 
Figure2. Expression pattern of both isoformes of Pax5 in B cell lines and bone marrow 
cells.  
PCR was performed on cDNA of different cell lines with a primer targeting the exon 1A or 
1B and a primer targeting exon 10 of Pax5. HPRT was used as positive control for the RT-
PCR.   
 
Figure3. Pax5a and Pax5b transcription levels in primary and B cell lines 
(A) Specific qRT-PCR for junctions of exons 4 and 5 (all PAX5 isoforms), exons 1a and 2 
(Pax5a isoform) and exons 1b and 2 (Pax5b isoform) was used to determine the relative total 
Pax5 and Pax5 isoforms mRNA level on different cell lines. (B) represents mRNA Pax5a/ 
mRNA Pax5B ratio in different cell lines. (C) Indicated the relative total Pax5 and Pax5 
isoforms mRNA level in resting splenic B cells, activated B cells and plasmablasts after 4 
days of LPS-stimulation. (D) represents mRNA Pax5a/ mRNA Pax5B ratio in resting B cells, 
activated B cells and plasmablasts. Results are expressed as mean +/- SEM of three 
independent experiments. Results are expressed in log scale for panel C. *, P<0.05; **, 
P<0.01; ***,P<0,001 (unpaired two-tailed t test).  
 
Figure4. Acetylation profile of the Pax5 genomic region.  
Quantitative PCR was performed using primers covering the most conserved region (A) or 
located approximately every 1 kb throughout promoter region (B). The increase over 
background was calculated by comparison with immunoprecipitates obtained using rabbit 
IgG. Peaks of H3 acetylation are labeled according to their positions relative to the first 
nucleotide of Pax5 exon lA. PCR was performed on DNA from BAF/3; 38B9; 18.81; A20 
70Z3; SP2/0 cell lines and on proB cells and macrophages sorted from murine bone marrow.  
 Figure5. Acetylation profile of the Pax5 intragenic B-cell specific enhancer 
Quantitative PCR was performed using primers located approximately every 1 kb throughout 
enhancer region. The increase over background was calculated by comparison with 
immunoprecipitates obtained using rabbit IgG. Peaks of H3 acetylation are labeled according 
to their positions relative to the first nucleotide of Pax5 exon lA. The grey zone corresponds 
to the enhancer region. PCR was performed on DNA from BAF/3; 38B9; 18.81; A20 70Z3; 
SP2/0 cell lines and on proB cells and macrophages sorted from murine bone marrow. 
 
Figure6. Both PAX5A and PAX5B can restore B cell differentiation in complemented 
Pax5-/- pro-B cells 
Representative FACS analysis of the differentiation of the complemented Pax5-/- proB cells 
(n=3). The cells to analyse (R5 gate) were gated on FSC/SSC criteria, 7AAD negative 
population (living cells) and eGFP positives cells (infected cells) (A). 
(B) Cells of the R5 gate were analyzed for the presence of B220, CD19, IgM and membrane 
IgK markers, on two different conditions:  with (+IL7) or without (-IL7) for three days. The 
first line show Pax5-/- cells infected with the eGFP expressing vector (MIE), the second line 
with PAX5A retroviral construct and the third line with the PAX5B retroviral construct. The 
percentage of mIgM/mIgK population is indicated. 
Figure7. PAX5B confers a growth advantage to the complemented Pax5-/- proB 
compared to PAX5A.  
(A) Pictures of the complemented Pax5-/- ProB with eGFP expressing vector (MIE), PAX5A 
or PAX5B after 3 days of culture on OP9 in presence of IL7. (B) Ratio of the number of cells 
/ number of seeded cells for complemented Pax5-/- ProB with eGFP expressing vector (MIE), 
PAX5A or PAX5B after 3 days of culture for three independent infections. The ratio of MIE 
condition has been referenced as 1. *, p<0.05.  
  
Figure 8. PAX5A and PAX5B display different transcriptional activity.  
The luciferase reporter assay using the pCD19LUC vector, plasmid expressing GFP and 
pcDNA3.1 expressing PAX5a or PAX5b were co-transfected to test acitivity of each PAX5 
isoform. The vector pcDNA3.1 containing AID coding cDNA was used as negative control. 
Histograms represent the level of relative light unit (RLU) produced from cells lysates for 
each condition. (A) Activity of PAX5a and PAX5b in 293T. (B) Activity of PAX5a and 
PAX5b in S194 cell line. Results are expressed as mean +/- SEM of   3 to 6 independent 
experiments. *, P<0.05; **, P<0.01 (unpaired two-tailed t test).  
Figure 9. PAX5 binding on the 3’RR is enhanced in LPS stimulated B cells.  
ChIP was performed in resting splenic B, cells in activated B cells after 4 days of LPS 
stimulation (A) and in the mature B cell line A20 (B) using no antibody (mock) and anti-
PAX5 as indicated. B. Enrichment of the PAX5 binding sites of CD19, Upf1 intron9 and  the  
hs1,2 and hs4 elements of the 3’RR was assessed by real time Q-PCR amplification. Results 
are expressed as mean +/- SEM of 2 to 4 independent experiments.  *, P<0,05; **, P<0,01 
(unpaired two-tailed t test).  
Figure10 . Neither PAX5A nor PAX5B can regulate the 3’RR activity in the plasma cell 
line S194 .  
A luciferase expression B cell specific vector containing or not the IgH 3’RR minilocus was 
used in  a reporter assay to determine the regulator activity of PAX5a and PAX5b cloned into 
pcDNA3.1 in S194 cells. pcDNA3.1-AID was used as negative control. Histograms represent 
the level of relative light unit (RLU). Results are expressed as mean +/- SEM of   3 to 6 
independent experiments. Results are expressed in log scale for panels A. and B.. *, P<0,05; 
01 (unpaired two-tailed t test).  
 
 
MATERIALS AND METHODS 
Mice: 
Pax5+/- mice were previously described 5 and was kindly provided by Pr. M Busslinger.  
Pax5-/- mice were obtained by breeding two Pax5+/- mice. All mice were maintained on the 
C57BL/6 genetic background. 
The Pax5 genotype was determined using REDExtract-N-AmpTM Tissue PCR Kit according 
to the manufacturer’s instructions (Sigma-Aldrich) with the following oligonucleotides: 5'-
AGGACATGGAGGAGTGAATCAG-3' (primer 1); 5'-ACCCGAAGCTGCCTGGAG-3' 
(primer 2); and 5'-AGGCGATTAAGTTGGGTAACG-3' (primer 3). A 135 bp PCR product 
was amplified from the wild-type Pax5 allele with primer pair 1/2 and a 191 bp PCR product 
was amplified from the knockout Pax5 allele with primer pair 1/3. 
All animal experiments were carried out according to valid project licenses, which were 
approved and regularly controlled by French Authorities. 
 
 
Purification and culture of B cells: 
Splenic resting B cells were purified by negative selection using anti-CD43 microbeads 
(Miltenyi Biotech), and stimulated (0.5x106 cells/ml) by LPS (20 μg/ml; Sigma) for 2 to 4 
days in RPMI supplemented with 10% fetal calf serum, sodium pyruvate, non-essential amino 
acids, -mercaptoethanol, 100 U/ml penicillin and 100 μg/ml streptomycin (Invitrogen).  B 
cell populations were sorted on a FACS-Vantage (BD Biosciences) after staining with anti-
B220 (RA3-6B2, e-Bioscience), and anti-CD138 () mAbs.  
Pax5 deficient Pro-B cells were harvested from Pax5-/- embryos at E17.5. After mechanic 
dislocation of the liver, cells were amplified on irradiated OP9  stromal cells in Iscove’s 
Modified Dulbecco’s Medium (IMDM; Gibco), supplemented with 5% Fetal Bovine Serum 
(FBS) (Stemcell technologies), 100 units/ml murine IL7 (Peprotech), 0.05 mM β-
Mercaptoethanol (Sigma-Aldrich), 2mM L-Glutamine (Invitrogen), Penicillin (100 units/ml) 
and Streptomycin (100 units/ml).  
 
 
Cell lines culture:  
Murine cell lines lines S194, 38B9, A20, 18.81, Wehi and SP2/0 were cultured in RPMI 
(Gibco), 10% FBS (PAN Biotech), 2mM L-Glutamine, 1mM Sodium-Pyruvate (Invitrogen). 
The same medium supplemented with 0,05 mM β-Mercaptoethanol or 10 ng/ml recombinant 
murine IL3 (Peprotech) was used respectively to culture the murine cell line 70Z/3 or BaF/3. 
The PhoenixTM retrovirus producer line (Orbigen) was cultured in Dulbecco’s Modified 
Eagle’s Medium high glucose (DMEM; Gibco), 10% FBS (PAN Biotech). Murine OP9 bone 
marrow stromal cells were cultured in MEMα (Gibco), 20% FBS (PAN Biotech) when in 
monoculture. All the cells were cultured in presence of Penicillin (100U/ml) and Streptomycin 
(100U/ml) at 37°C, in 5% CO2 atmosphere. 
 
In vitro pre-B-cell proliferation and differentiation on OP9 stromal cells 
The in vitro pre-B-cell differentiation/proliferation protocol used was adapted from Rolink et 
al.  27. The proB Pax5-/- cells were isolated from Pax5-/- embryo fetal liver and cocultivated 
with irradiated (30 Gy) OP9-derived stromal cells in 24-well plates in Iscove’s Modified 
Dulbecco’s Medium (IMDM; Gibco), supplemented with 5% Fetal Bovine Serum (FBS) 
(stemcell technologies), 100 units/ml murine IL7 (Peprotech), 0,05 mM β-Mercaptoethanol 
(Sigma-Aldrich), 2mM L-Glutamine (Invitrogen), Penicillin (100 units/ml) and Streptomycin 
(100 units/ml). Experiments were also performed after an initial pro-B/pre-BI cell expansion 
on irradiated OP9 cells in the presence of IL7. Every 3 days, pro-B cells were harvested and 
propagated on fresh OP9 stromal cells. 
The pro-B/pre-BI cells, cultured on irradiated OP9 cells in the presence of IL7, are transduced 
during exponential growth. Retroviral supernatant was diluted 1:3, supplemented with 4μg/ml 
polybrene (SIGMA) and transduction was performed by spinning at 2890 rpm (1000g) at 
32°C for 45 min (this procedure is performed twice by changing the viral supernatant between 
the two) and letting incubate overnight. After infected pro-B/pre-BI cell expansion, cells were 
washed out of IL-7 and plated in IMDM, + 5% FCS, 0,05 mM β-Mercaptoethanol and 2mM 
L-Glutamine on irradiated OP9-derived stromal cells. At day 2.5, cells were stained and 




Detection of mPax5A and mPax5B transcripts by conventional RT-PCR were performed 
using a forward primer on exon 1A (5’- -3’) or exon 1B (5’- -3’) and a reverse primer on exon 
10 of mPax5 (5’- -3’). Detection of b-actin transcripts served as normalization control 
(forward primer: 5'- AGGAAGGAAGGGTGGAAGAG-3'; reverse primer: 5'-
TCCCTGGAGAAGAGCTACGA-3'). Cycling conditions were as follows: 3 min at 93°C, 35 
cycles each consisting of 1 min at 95°C, 1 min at 60°C and 1 min at 72°C, followed by 10 
min at 72°C. Amplification products were then electrophoresed through 1% agarose gel 
stained with ethidium bromide. 
 
Quantitative RT-PCR 
Transcripts quantification by real-time RT-PCR were performed on LightCycler 480 system 
(Roche diagnostics, Penzberg, Germany), using LC480 Probe Master kit (Roche Diagnostics, 
Penzberg, Germany) and primers/TaqMan probe mix from Applied Biosystems (TaqMan 
Gene Expression Assay) (Life Technologies, Carlsbad, California), specific for the 
amplification of mouse Abl1 (Mm00802038_g1), mouse Melk (Mm00487680_m1), mouse 
Pax5 (Mm00435502_m1) and mouse Zcchc7 (Mm00621713_m1), according to 
manufacturer’s instruction. PCR program was carried out as follows: 10 min at 95°C, 
followed by 45 cycles of 15s at 95°C and 45s at 60°C. Data were analyzed using the LC480 
software (Roche Diagnostics, Penzberg, Germany). 
 
RT-PCR : 
Total RNA from cell lines or spleen cells were prepared using standard proteinase K 
(Eurogentec) and Tri-reagent (Invitrogen) procedures, respectively. RT-PCR was carried out 
on DNase I (Invitrogen) -treated RNA and was checked to be negative in the absence of 
reverse transcription, ruling out contamination by genomic DNA. Reverse transcription was 
performed using High capacity cDNA reverse transcription kit (Applied Biosystem) on 1 to 
3 μg of total RNA. Priming for reverse transcription was done with random hexamers. Real 
time PCR using Taqman Universal (Applied Biosystem) were performed on cDNA 
(equivalent to 30 ng RNA) samples per reaction. Data were analyzed by comparing Ct values 
according to the 2–(Ct) method.  
 
ChIP experiments : 
Murin splenic B cells were cultured (106 cells/ml) in presence of LPS (20 μg/ml) for 4 days. 
At day 3, dead cells were eliminated by Ficoll centrifugation (Lympholyte®-Mammal, 
Cedarlane) and living cells were stimulated for an additional 24h period. Chromatin 
preparations were performed on 5x107 to 108 LPS-stimulated B cells using standard fixation 
and sonication methods as described 28. In all, 200 μg of chromatin was immunoprecipitated 




Full-length human PAX5A and PAX5B cDNA were amplified with Advantage 2 Polymerase 
Mix (Clontech) by using MYB-8F and GATA1-2R primers for PAX5A cDNA and MYB-8F 
and GATA1-2R primers for PAX5B cDNA and cloned into the pCR-Blunt II-TOPO vector 
(Zero Blunt® TOPO® PCR Cloning Kit; Invitrogen), digested with EcoRI and cloned into the 
retroviral vector pMSCV-IRES-EGFP (pMIE), a bicistronic vector allowing the expression of 
EGFP under the control of the long terminal repeat (LTR) promoter (kindly provided by M. 
Sieweke, CIML, Marseille). 
 
Retroviral transduction: 
Retroviral supernatants were produced by Phoenix retrovirus producer line (Orbigen) using 
Lipofectamine 2000 (Invitrogen) reagent for transfection and proceeding according to the 
manufacturers’s instructions. After overnight incubation of the transfection mix, cells were 
treated with 10mM Sodium Butyrate (Millipore) and washed with PBS before ProB cell 
medium was added. Viral supernatants were harvested after 24h of incubation at 32°C, passed 
on a 0,45 μm filter, aliquoted and frozen at -80°C. 
ProB cells, cultured on OP9 stromal cells in the presence of IL7, were transduced on the third 
day after isolation from the foetal fiver. Retroviral supernatant was diluted 1:3, supplemented 
with 4μg/ml polybrene (SIGMA) and transduction was performed by spinning at 3500 rpm at 
32°C for 120 min and letting incubate overnight. 
 
Cell transfection: 
S194 cell lines (2 × 106) were transfected by electroporation according to the manufacturer 
instructions (Lonza, Basel, Switzerland).  
 
Flow cytometry 
Single-cell suspensions were stained using standard protocols for flow cytometry using the 
Abs listed in Table S1. Apoptosis was evaluated using 7-amino-actinomycin D (7-AAD) (BD 
Biosciences). 
Fluorescence-activated cell sorting (FACS) analysis was performed on a FACS LSR Fortessa 
and cell sorting on a FACSAria II (BD Biosciences) apparatus. Data were analyzed with the 





IL-7 starvation assay and B cell differentiation analysis: 
Cells were washed out of IL-7 and plated in IMDM supplemented with 5% FBS , 0,05 mM β-
Mercaptoethanol and 2mM L-Glutamine on an OP9 stroma cells layer. At day 4, cells were 
Source Reactivity Clone for mAb Conjugate Supplier
Primary Ab
Rat mAb Mouse B220 RA3-6B2 Pacific Blue BD Biosciences
Rat mAb Mouse CD19 1D3 Alexa Fluor 700 BD Biosciences
Rat mAb Mouse Ig  light chain 187.1 PE-Cy7 BD Biosciences
Rat mAb Mouse CD2 RM2-5 PE BD Biosciences
Rat mAb Mouse IgM R6-60.2 PerCP-Cy5.5 BD Biosciences
Rat mAb Mouse CD25 PC61 APC BD Biosciences
Rat mAb Mouse Ly-51 6C3 Biotine BD Biosciences
Secondary Ab
Streptavidin APC-Cy7 BD Biosciences
Ab : antibody ; mAb : monoclonal antibody
stained for surface B220, BP1 and Igk light chain and analyzed by flow cytometry with FACS 
Calibur flowcytometer (BD). Data were analyzed with FlowJo software (Tree Star). 
 
Statistical analysis: 
Results are given as the mean ± S.E.M. Statistical analysis was performed using the Student’s 
t-test as provided by Microsoft Excel™ and the null hypothesis was rejected at the 0.05 level 
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FIGURE 5 
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FIGURE 6 
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FIGURE 7 














































FIGURE 8  
PAX5A and PAX5B display different transcriptional activity. 
 
FIGURE 9 
PAX5 binding on the 3’RR is enhanced in LPS stimulated B cells. 
 
FIGURE 10 






































Figure 27 : Stratégie d’insertion de PAX5-ELN dans le locus IgH. 
L’ADNc de PAX5-ELN sous le contrôle du promoteur PVH et suivi d’un polyA est inséré dans le locus 












En 2007, notre équipe de recherche a identifié la translocation t(7;9)(q11;p13) chez 
deux patients atteints de leucémies aigues lymphoblastiques de type B (LAL-B). Cette 
translocation produit une protéine de fusion chimère PAX5-ELN. Notre laboratoire a 
également montré que PAX5-ELN exerce un rôle de dominant négatif sur PAX5 sauvage. Ce 
fût la première description d’une fusion entre un facteur de transcription et une protéine 
structurale dans les tumeurs lymphoïdes. 
Les protéines Pax5 humaines et murines présentent une identité forte (seulement 3 
différences sur les 391 acides aminés) avec une conservation parfaite des domaines 
fonctionnels. Par conséquence, les mutants humains peuvent être directement évalués en 
modèles murins. Ainsi, dans le cadre d’un projet financé par l’INCa (Institut National du 
Cancer) entre l’équipe du Dr Amine Khamlichi, de l’IPBS à Toulouse et notre groupe, nous 
avons décidé d’engendrer des souris Knock-In (KI) porteuses de la translocation PAX5-ELN. 
Dans le cadre de cette collaboration, nous souhaitions déterminer si la seule présence de la 
translocation PAX5-ELN était suffisante pour reproduire le phénotype leucémique observé 
chez les patients. 
Le groupe du Dr Amine Khamlichi a engendré une souris KI dans laquelle la séquence 
de la chimère PAX5-ELN humaine est insérée en amont de la région Sμ dans le locus de la 
chaine lourde des Igs (IgH) (Figure 27). Cette séquence a été clonée sous le contrôle du 
promoteur pVH qui se retrouve, après recombinaison homologue, modulé par l’enhancer Eμ 
(actif tout au long de la différenciation B et jouant un rôle crucial dans le développement 
précoce des cellules B). Ainsi dans ce modèle, PAX5-ELN est exprimée spécifiquement dans 
la lignée B dès les premiers stades de la différenciation B, ce qui en fait un bon modèle 
d’étude des LAL-B. Une cassette LoxP-NéoR- LoxP ayant servi à la sélection des clones ES a 
été délété par croisement avec des souris Cre. Cette délétion est nécessaire pour ne pas 
perturber la transcription et les réarrangements au niveau de l’allèle IgH recombiné. Les 
souris PAX5-ELN hétérozygotes (appelées PAX5-ELN /) ont donc un allèle recombiné 
contenant PAX5-ELN (dont le gène de résistance NéoR a été délété) et un allèle sauvage 
permettant l’expression d’une chaine lourde IgH fonctionnelle. Dans les souris homozygotes 
pour l’insertion, les deux allèles contiennent le transgène PAX5-ELN, ce qui a un effet sur les 
réarrangements IgH et sur l’exclusion allélique. Pour l’étude de l’influence de PAX5-ELN 









Figure 28 : Atteinte des organes lymphoïdes secondaires 
A/ Comparaison d’un ganglion infiltré (à gauche) et d’un ganglion non infiltré (à droite) chez une 
souris malade 
B/ Chaine ganglionnaire infiltrée chez une souris malade 
C/ Légère splénomégalie 






Figure 29 : Cellules issues de ganglions infiltrés colorées au MMG 








1/ Expression du transgène dans les cellules B des souris PAX5-ELN 
Nous avons validé l’expression du transcrit PAX5-ELN par RT-PCR sur les cellules 
B220+ issues de la moelle osseuse et de la rate des souris KI. Et validée la présence de la 
protéine par Western Blot à l’aide d’un anticorps anti-ELN humaine sur les cellules B220+ de 
la rate. 
2/ Etude phénotypique des souris PAX5-ELN 
Une dizaine de souris PAX5-ELN /+ sont tombées malades entre 3 et six mois. 
Après apparition des symptômes externes (renflements sous la peau, prostration de l’animal), 
la mort survient très rapidement (moins d’une dizaine de jours). L’autopsie réalisée sur ces 
souris nous a permis d’observer une forte atteinte des organes lymphoïdes secondaires 
caractérisée notamment par une hypertrophie ganglionnaire générale (Figure 28 A et D) et 
une légère splénomégalie (Figure 28C). Toutes ces souris présentaient également une 
adénopathie unilatérale sus-claviculaire d’environ 2 cm de diamètre (Figure 28D). Après 
biopsie, les cellules issues des ganglions infiltrés ont été colorées au MGG (pour May-
Grünwald Giemsa). Cette coloration révèle qu’il s’agit de lymphocytes extrêmement précoces 
(Figure 29). 
3/ Effet sur la différenciation B  
Les patients porteurs de la translocation PAX5-ELN sont atteints d’une LAL-B, 
caractérisée par une prolifération non contrôlée de cellules bloquées à un stade précoce de la 
différenciation B. Ainsi dans notre modèle murin, nous avons voulu déterminer si les souris 
ne présentant pas de signes cliniques présentaient un défaut de la lymphopoïèse B. Pour cela 
nous avons utilisé le système inductible de différenciation B ex vivo (précédemment décrit). 
Comme première analyse, nous avons utilisé des souris âgées de 8 mois ne présentant 
aucun signe clinique de maladie. Comme ces souris KI sont en fond génétique mixte 
129/C57BL/6 dans des proportions non définies et que les individus sauvages d’une même 
portée n’ont pas été conservés, nous avons réalisé, pour chacune de nos expériences, des 
comparaisons avec des souris commerciales sauvages de souche 129 et de souche C57BL/6. 






Figure 30 : Tri des cellules pro-B issues de la moelle osseuse de souris 129, C57BL/6 et 
PAX5-ELN Δ/+.
La première ligne représente les cellules de la souris 129, la deuxième de la souris C57BL/6, la 
troisième de la souris PAX5-ELN Δ/+. Les pourcentages de cellules pro-B sont indiqués dans les 




Figure 31 : Diagramme représentant la différenciation des cellules B, du stade pro-B au 







même âge et soient élevés dans les mêmes conditions sanitaires que les souris PAX5-ELN 
/+ analysées. 
Nous avons tout d’abord évalué la capacité à différencier des cellules B issues de 
moelle de souris de souche 129 et de souche C57BL/6 non modifiées. Puis nous leur avons 
comparé les cellules B issues de la moelle osseuse de souris KI PAX5-ELN /. Les 
expériences sur ces triplets ont été réalisées 3 fois.  
Ainsi nous avons trié les cellules pro-B (B220+, Ckit+, Ig-) issues de la moelle 
osseuse de souris 129, C57BL/6 et PAX5-ELN /.  
Lors du tri, nous avons pu observer une différence de proportion des cellules pro-B 
entre nos échantillons. En effet, nous avons obtenu 2 fois plus de cellules pro-B dans les 
échantillons PAX5-ELN /que dans les échantillons 129 et C57BL/6 (Figure 30). Nous 
avons également observé une population hétérogène de cellules B220+ dans les cellules 
PAX5-ELN /+. Cette hétérogénéité traduit le fait qu’une partie des cellules PAX5-ELN /+ 
présente une diminution de l’expression de B220. Les cellules 129 et C57BL/6 présentaient 
une population homogène de cellules B220+ (Figure 30).  
Après amplification, les cellules pro-B de chaque échantillon ont été cultivées dans 
deux conditions différentes :  
- avec IL7 : les cellules sont maintenues au stade pro-B et prolifèrent 
- sans IL7 : les cellules pro-B s’engagent en différenciation. 
L’analyse du phénotype des cellules B par cytométrie en flux a été réalisée 3 jours 
après le début de la différenciation. Les cellules sont sélectionnées par rapport à leur 
répartition SSC/FSC. Puis les cellules vivantes sont sélectionnées par leur absence de 
marquage au 7AAD. Parmi cette population, les cellules B sont fenêtrées grâce à l’expression 
des marqueurs B220 et CD19. Enfin, les différentes populations B étudiées sont déterminées 
en fonction de l’expression de BP-1, de CD2, de l’IgM et de l’Ig	Figure 31). 
En présence d’IL7, les cellules sont bloquées au stade pro-B (B220+, CD19+, BP-1+, 
CD2-, IgM-, Ig-) et prolifèrent. Des résultats similaires sont observés que ce soient pour les 








Figure 32 : Maintient du phénotype pro-B en présence d’IL7. 
La première ligne représente la méthode de sélection des cellules, la deuxième les cellules issues de la 
souris 129, la troisième de la souris  C57BL/6, la quatrième de la souris PAX5-ELN /+. 
Les pourcentages de chaque sous population sont indiqués. Expérience réalisée en triplicata, 







Figure 33 : Analyse de la différenciation B après retrait de l’IL7. 
La première ligne représente la méthode de sélection des cellules, la deuxième les cellules issues de la 
souris 129, la troisième de la souris  C57BL/6, la quatrième de la souris PAX5-ELN /+. 
Les pourcentages de chaque sous population sont indiqués. Expérience réalisée en triplicata, 

































 Le retrait de l’IL7 induit la poursuite de la différenciation jusqu’au stade B immatures 
(B220+, CD19+, BP-1-, CD2+, IgM+, Ig+) uniquement dans les échantillons 129 et 
C57BL/6. En fin de différenciation, on observe respectivement 10.3 % et 8.4 % de cellules B 
immatures. Ceci indique que même si nos contrôles n’ont pas le même fond génétique ils ont 
la même capacité à différencier. Dans la condition PAX5-ELN /+, les cellules perdent le 
marqueur de surface BP-1 mais n’acquièrent pas les marqueurs CD2, IgM et Ig(Figure 33).  
Ceci montre un défaut de différenciation des cellules PAX5-ELN /+ par rapport aux cellules 
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I/ LES HEMOPATHIES MALIGNES DU TISSU MYELOIDE 
Les classifications des hémopathies se sont succédées depuis le début des années 1970 
pour aboutir a une classification internationale consensuelle publiée en 2008 sous l’égide de 
l’Organisation mondiale de la santé (OMS) (Swerdlow et al., 2008). Cette nouvelle 
classification tient compte du tissu d’origine de la prolifération, lymphoïde ou myéloïde, puis 
des éléments cliniques, morphologiques ou histologiques, immunophénotypiques, génétiques 
et moléculaires pour définir chaque entité.  
Selon cette classification les néoplasmes myéloïdes peuvent être classés en 5 sous-
catégories :  
- (1) les néoplasmes myéloprolifératifs (NMP) ;  
- (2) les néoplasmes myéloïdes/lymphoïdes avec éosinophilie et anomalies de PDGFRA, 
PDGFRB, ou FGFR1 ;  
- (3) les syndromes myélodysplasiques (SMD) ;  
- (4) les néoplasmes myélodysplasiques/myéloprolifératifs (SMD/SMP) ; et  
- (5) les leucémies aiguës myéloïdes (LAM). 
Les proliférations myéloïdes se développent à partir des cellules souches myéloïdes à 
différentes étapes de leur différenciation. Elles sont dues à la conjonction d’une augmentation 
de la prolifération et à une résistance au phénomène de mort programmée (Evan and Vousden, 
2001). À ces deux phénomènes s’ajoutent des anomalies de la différenciation pouvant aller 
jusqu’au blocage complet. Dans les syndromes myéloprolifératifs on observe une prolifération 
d’une ou plusieurs lignées myéloïdes sans blocage de différenciation ; dans les syndromes 
myélodysplasiques, il y a une augmentation de la prolifération cellulaire avec une anomalie de 
différenciation et un avortement intramédullaire des cellules ; dans les leucémies aiguës 
myéloïdes il existe un blocage complet de la différenciation accompagné d’une augmentation 
de la prolifération cellulaire. Ces éléments expliquent les principaux signes biologiques que 
l’on observe dans chacune de ces trois catégories : dans les syndromes myéloprolifératifs, une 
augmentation des cellules sanguines « normales », dans les syndromes myélodysplasiques, 
une diminution de ces cellules dans le sang contrastant avec un tissu médullaire très riche et 
enfin dans les leucémies aiguës myéloïdes, un envahissement médullaire et/ou sanguin par des 
































A/ La Leucémie Myélo-Monocytaire Chronique 
1/ Caractéristiques cliniques 
La leucémie myélo-monocytaire chronique (LMMC) est une hémopathie maligne 
clonale qui appartient au groupe SMD/SMP, elle présente un modèle physiopathologique 
unique et particulier du fait de la présence simultanée de signes myélodysplasiques et 
myéloprolifératifs chez les patients. Il s’agit d’une hémopathie rare du sujet âgé, avec une 
incidence estimée à moins de 1 par 100 000 personnes par an (Orazi and Germing, 2008). Les 
patients présentent un désordre des cellules souches de la moelle osseuse qui se manifeste par 
un nombre variable de blastes dans le sang et la moelle osseuse. L’âge médian au diagnostic 
varie entre 65 et 75 ans avec une prédominance masculine. L’évolution naturelle de la 
pathologie varie de quelques mois à quelques années, mais le temps médian de survie est 
compris entre 20 et 40 mois ; le décès du sujet pouvant être secondaire à l’acutisation de la 
maladie (15 à 30% des cas), le plus souvent en leucémie aigue myéloïde (LAM) de type 4 ou 
5, à l’insuffisance médullaire ou bien à des pathologies intercurrentes étant donné l’âge 
avancé des patients (Elliott, 2006; Onida et al., 2002; Reiter et al., 2009). 
2/ Diagnostic 
a. Classification FAB 
Elle a été établie en 1982, à partir des données de l’hémogramme et du myélogramme. 
Elle s’appuie sur la présence de blastes médullaires, de sidéroblastes en couronne, et d’une 
monocytose. Selon la classification FAB (French-American-British), la LMMC est considérée 
comme appartenant aux SMD. Elle est définie par une monocytose périphérique supérieure à 
1 000/mm3, une blastose sanguine de moins de 5 %, une blastose médullaire inférieure à 20 
%, l’absence de corps d’Auer et des atteintes dysplasiques dans une ou plusieurs lignées 
hématopoïétiques (Elliott, 2006). Ensuite en 1994, le groupe FAB a distingué deux sous types 
de LMMC myélodysplasique et myéloproliférative, caractérisés par un nombre de leucocytes 



































b. Classification OMS 
Les critères de l’OMS ont permis un diagnostic plus précis de la LMMC. Selon la 
classification établie en 2008, la LMMC est caractérisée par :  
- monocytose sanguine persistante supérieure à 1 x 109/L ;  
- absence du chromosome Philadelphie ou du gène de fusion BCR-ABL1 ;  
- absence de réarrangements de PDGFRA ou de PDGFRB ;  
- moins de 20% de blastes (myéloblastes, monoblastes et pro-monocytes) dans le sang et la 
moelle osseuse ;  
- dysplasie uni ou multi-lignées. 
Si la dysplasie est minime ou absente, le diagnostic de la LMMC peut être établi en 
considérant les 4 premiers critères décrits ci-dessus avec soit une acquisition d’une anomalie 
cytogénétique clonale ou moléculaire génétique dans les cellules hématopoïétiques, soit une 
monocytose depuis au moins trois mois et soit quand les autres causes de monocytose sont 
absentes. 
En se basant sur le nombre de blastes, la LMMC peut être classée en : 
- LMMC 1 : blastes (compris les pro-monocytes) < 5 % dans le sang et < 10 % dans la moelle 
osseuse ; 
- LMMC 2 : blastes sanguins entre 5 et 19 %, blastes médullaires entre 10 et 19 %, ou quand 
les corps d’Auer sont présents quel que soit le nombre de blastes et de pro-monocytes 
(Cazzola et al., 2011; Orazi and Germing, 2008; Vardiman and Hyjek, 2011). 
3/ Pronostic 
a. Anomalies cytogénétiques 
Les anomalies cytogénétiques ont été décrites dans 20 à 40 % des cas de patients 
atteints de LMMC, bien qu’aucune ne soit spécifique de la maladie. On remarque cependant 
la fréquence de la trisomie 8 et de la monosomie 7, des caryotypes complexes, la trisomie 21 
et de la délétion du bras long du chromosome 20 (del 20q) (Bowen, 2005; Onida and Beran, 
































Une étude réalisée en 2011 sur une cohorte de 414 patients de LMMC a évalué 
l’incidence et la valeur pronostique des aberrations chromosomiques (Such et al., 2011). Les 
patients avec un caryotype anormal (27%) ont présenté le taux de survie le plus faible et le 
risque d’évolution en LAM le plus élevé. De plus, des analyses multivariées tenant compte du 
caryotype, de la survie et de la progression en LAM ont permis de caractériser un groupe 
cytogénétique à risque minime (avec un caryotype normal ou une simple perte du 
chromosome Y) ; un groupe cytogénétique à risque élevé (présence de la trisomie 8 ou 
anomalies du chromosome 7 ou caryotype complexe) ; et un groupe à risque intermédiaire 
comprenant tout autre anomalie chromosomique (Such et al., 2011). 
b. Mutations somatiques 
Les mutations du gène RAS sont les premières aberrations moléculaires décrites dans 
cette pathologie, avec une incidence de 20 à 40%. Elle peut toucher le gène N-RAS le plus 
souvent, ou K-RAS dans respectivement 22 et 12% des cas (Reiter et al., 2009; Vardiman, 
2004). Bien que plus fréquentes dans la variante myéloproliférative, aucune influence de ces 
mutations n’a été observée sur l’évolution, l’acutisation ou la mortalité de la maladie (Elliott, 
2006; Onida and Beran, 2004). 
De nombreuses autres mutations somatiques identifiées dans d’autres pathologies 
myéloïdes ont été détectées et évaluées chez les patients atteints de LMMC. Toutefois leur 
valeur pronostic reste à être mieux définie. Ces mutations peuvent altérer :  
- des gènes associés aux voies de signalisation cellulaire et de prolifération comme CBL, 
JAK2 et FLT3 ;  
- des gènes régulateurs transcriptionnels et épigénétiques tels que RUNX1, ASXL1, NPM1, 
TET2, EZH2, IDH1/2, DNMT3A et UTX ; et  





































La maladie est le plus souvent latente et le patient bénéficie initialement de traitements 
symptomatiques (facteurs de croissance, support transfusionnel) et d’une surveillance simple. 
Cependant certains critères, parmi lesquels l’aggravation des symptômes (fièvre, perte de 
poids, splénomégalie douloureuse, hyperleucocytose) et l’augmentation du nombre de blastes, 
sont admis pour entreprendre un traitement de fond. 
Diverses stratégies de traitement sont utilisées. Elles comprennent :  
- des agents cytotoxiques comme l’hydroxyurée et l’étoposide (Wattel et al., 1996);  
- des agents hypométhylants tels que l’azacitidine et la décitabine (Kantarjian et al., 2006; 
Silverman, 2001);  
- des inhibiteurs des histones désacétylases y compris les acides valproïque et 13-cis 
rétinoïque (Siitonen et al., 2007);  
- l’inhibiteur de farnesyltransférase, le lonafarnib (Feldman et al., 2008);  
- la greffe de cellules souches hématopoïétiques (Eissa et al., 2011).  
Malheureusement, aucune des drogues ci-dessus n’est capable de modifier la nature de 
la pathologie qui est plutôt associée à un mauvais pronostic. L’allogreffe de moelle osseuse 
est l’unique option de traitement curatif, mais elle n’est réservée qu’aux sujets jeunes (âgés de 
moins de 55 ans) ou aux sujets plus âgés présentant des formes sévères (Bastie et al., 2012; 







































B/ La Leucémie Myélo-Monocytaire Juvénile 
La leucémie myélo-monocytaire juvénile (LMMJ) est une hémopathie maligne 
appartenant au groupe SMD-SMP. Elle représente environ 2 à 3% des leucémies chez 
l’enfant. C’est une pathologie rare mais agressive de la petite enfance, caractérisée par une 
prolifération clonale des cellules monocytaires et granuleuses.  
On note par ailleurs plusieurs particularités des LMMJ : 
- 20-30% des LMMJ surviennent dans un contexte de syndromes constitutionnels 
prédisposant : syndrome de Noonan, syndrome de Down, Neurofibromatose de type 1, ou 
encore mutation du gène CBL (pour Casitas B-lineage Lymphoma). On parle alors de LMMJ 
syndromique, les 70% restant étant des LMMJ sporadiques. 
- la LMMJ survient presque exclusivement chez le très jeune enfant (moins de 5ans) et atteint 
généralement des garçons (environs 70%). 
- bien que procédant d’un mécanisme initiateur commun, les LMMJ présentent une 
hétérogénéité clinique et pronostique marquée. 
L’évolution de cette maladie est intermédiaire avec une survie moyenne de 4 ans, les 
chimiothérapies étant peu efficaces. Le seul traitement curatif est la greffe allogénique de 
cellules souches, qui permet la guérison d’environ la moitié des patients (40% de survie à 
10ans). La LMMJ est considérée comme une maladie de la cellule souche. L’évènement 
initiateur commun est une hyperactivation de la voie de signalisation RAS suite à la mutation 
















Figure 34 : Les protéines tyrosines kinases  
D’après Cell Signaling 
 
 
FAMILLE MEMBRES FAMILLE MEMBRES
SRC SRC, YES, FYN, FGR, LCK, HCK, LYN, BLK SYK SYK, ZAP70
FPS FPS/FES, FER, FLK JAK JAK1, JAK2, JAK3, TYK2
ABL ABL, ARG BTK BTK, ATK, BPK, TEK, ITK
CSK CSK, MTK, HYL, ISK, CTK, HTK FAK FAK, PYK2  
 








II/ LES TYROSINES KINASES 
Les protéines kinases représentent environ 2% des protéines codées par le génome des 
eucaryotes. Elles représentent la 3ème catégorie de protéines la plus commune dans le 
génome humain. Il existe plus de 500 protéines avec une activité kinase mais seulement 90 
sont des tyrosines kinases (Manning et al., 2002). Ces dernières catalysent le transfert du 
dernier phosphate (en position 
) de l’ATP sur des résidus tyrosines (Tyr) des protéines cibles. 
Les protéines tyrosines kinases interviennent dans le contrôle du cycle cellulaire, de la 
migration cellulaire, du métabolisme cellulaire, de la prolifération et la différentiation 
cellulaire. On distingue deux types de protéines tyrosines kinases : les protéines tyrosines 
kinases cytoplasmiques ou nucléaires et les récepteurs transmembranaires (Figure 34). 
A/ Les tyrosines kinases cytoplasmiques 
Les protéines kinases cytoplasmiques sont localisées au niveau du cytoplasme ou à la 
face interne de la membrane plasmique. On distingue différentes familles de tyrosine kinase 
cytoplasmique (Figure 35). 
1/ Structure 
Les protéines kinases cytoplasmiques contiennent, dans certains cas, en plus de leur 
domaine catalytique, des domaines de type SH2 et SH3. Les domaines de type SH2 ont la 
particularité de se fixer sur des séquences caractéristiques contenant un résidu tyrosine 
phosphorylé. Les domaines SH3 interagissent avec des séquences riches en prolines. 
2/ Mécanismes d’activation 
Les protéines tyrosines kinases cytoplasmiques vont être recrutées au niveau des 
récepteurs activés via leur domaine SH2. Ces domaines jouent un rôle essentiel dans les 
phénomènes de relocalisation intracellulaire en reconnaissant spécifiquement les tyrosines 
phosphorylées. Les domaines SH2 ne présentent pas d'affinité pour des résidus non 
phosphorylés. Ce domaine a une structure tridimensionnelle compatible avec celle du 
récepteur. Pour que la fixation se fasse de manière stable, on observe au sein du domaine SH2 
une suite d'acides aminés créant un environnement de charge positive. C'est dans cette 












Figure 36 : Classification des récepteurs à activité tyrosine kinase. 
EGFR : epidermal growth factor receptor ; INSR : insulin receptor ; PDGFR : platelet-derived growth 
factor receptor ; FGFR : fibroblast growth factor receptor ; VEGFR : vascular endothelial growth 
factor receptor ; EPHR : ephrin receptor ; NGFR : nerve growth factor receptor ; TIER : tyrosine 
kinase receptor in endothelial cells ; RET : rearranged during transfection ; HGFR : hepatocyte growth 
factor receptor ; DDR : discoidin domain receptor ; KLG/CCK : colon carcinoma kinase ; AXL : 
Tyro3PTK ; ROS : RTK exprimé dans certaines cellules épithéliales ; LTK : leucocyte tyrosine kinase 
; ROR : receptor orphan ; MUSK : Muscle-specific kinase ; LMR : lemur. 










L'attraction des charges contraires assure ensuite une forte stabilité à cette association 
ce qui entraîne une phosphorylation des tyrosines kinases cytoplasmiques qui permet la 
transmission du signal. 
B/ Les récepteurs tyrosine kinase (RTKs) 
Il existe environ 58 récepteurs à activité tyrosine kinase. Selon leur organisation 
structurale, ces récepteurs se regroupent en plusieurs familles: 20 familles de RTKs ont été 
décrites (Figure 36) (Blume-Jensen and Hunter, 2001). Ces récepteurs ont une structure et des 
mécanismes d'activation assez similaires. 
1/ Structure 
Schématiquement, les RTKs se caractérisent par une région extracellulaire comportant 
le site de fixation du ligand relié par une unique région transmembranaire (TM) à une partie 
intracytoplasmique dotée d'une activité enzymatique de phosphorylation sur des résidus 
tyrosine. 
- La partie extracellulaire comprend des domaines permettant au récepteur de dimériser 
(domaines de type immunoglobuline, fibronectine, domaines riches en cystéine, en leucine). 
- Le domaine transmembranaire est caractérisé par une séquence hydrophobe dont la fonction 
est l'ancrage du récepteur à la membrane. L'échange entre différents récepteurs de ces 
séquences d'acides aminés, a montré que l'origine du domaine transmembranaire est sans 
influence sur les capacités de signalisation des RTKs (Ullrich and Schlessinger, 1990). 
- Le domaine intracytoplasmique tyrosine kinase est la partie la plus conservée parmi les 
RTKs. Il est formé de deux parties: une partie N-terminale capable de fixer l'ATP, complexé 





































2/ Mécanismes d’activation 
L’ensemble de ces récepteurs (sauf le récepteur à l’insuline) se trouve à l’état inactif à 
la surface des cellules sous la forme de monomères. La présence de ligand va induire, dans la 
majorité des cas, une dimérisation de ces récepteurs, ce qui va entraîner une 
autophosphorylation des tyrosines du domaine cytosolique. Les tyrosines phosphorylées 
seront des sites de liaison d’une variété de molécules possédant des domaines SH2 (Src 
homology2) ou PTB (phosphotyrosine binding) qui serviront de protéines d’ancrage pour le 
recrutement d’autres molécules de la voie de signalisation. 
L'activité kinase, résultant de l'autophosphorylation sur les résidus tyrosine dans le 
domaine catalytique, n'a aucun effet sur l'expression et la localisation des récepteurs à la 
surface des cellules. Cependant elle est cruciale pour l'activation des voies de transduction et 
pour l'induction des réponses cellulaires, comme la survie, la prolifération et la différenciation 
(Hubbard and Till, 2000). 
L'activation des RTKs est régulée suivant un processus commun. Les kinases 
possèdent une séquence appelée "boucle d'activation" dont le positionnement par rapport au 
site de fixation de l'ATP, conditionne l'activité du récepteur. La boucle d'activation doit être 
phosphorylée pour que la kinase soit active. Dans la conformation dite "ouverte", il y a 
fixation de l'ATP et transphosphorylation. Dans la conformation dite "fermée", la boucle 
masque le site de liaison de l'ATP, réduisant ainsi l'activité catalytique du récepteur. Ce 
mécanisme d'auto-inhibition, commun à de nombreuses kinases (Hubbard et al., 1998) est 
fréquemment perturbé dans les cancers. La répression normale des domaines catalytiques est 
alors inhibée formant des protéines constitutivement actives. Considérant la complexité des 
cascades de transduction à l'intérieur d'une cellule avec les nombreuses connexions entre les 
différentes voies, il est clair que la dérégulation de l'activation d'un RTK peut avoir de graves 





















Figure 37 : Structure de la protéine de fusion BCR-ABL. 
SH : Src-Homology, DBL : domaine d’homologie avec la protéine DBL, TK : domaine tyrosine 















C/ Tyrosine kinase et translocations chromosomiques 
1/ Translocation chromosomique et TK cytoplasmiques : exemple de BCR-ABL1 
Parmi les protéines kinases cytoplasmiques impliquées dans les translocations, la 
fusion BCR-ABL1 est la mieux documentée. Dans les années soixante, Nowell et Hungerford 
observent la présence d’un chromosome court appeler chromosome Philadelphie associé à la 
leucémie myéloïde chronique (Nowell, 2007). En 1973, Rowley identifie ce chromosome 
comme étant le résultat d’une translocation chromosomique entre les chromosomes 9 et 22 
(Rowley, 1973). En 1983, Reddy et coll. découvrent que cette translocation fusionne le gène 
BCR (breakpoint cluster region) situé sur le chromosome 22 avec le gène abelson (ABL1) 
situé sur le chromosome 9. Le gène de fusion BCR-ABL1 code une protéine avec une activité 
tyrosine kinase (Reddy et al., 1983). Puis en 1990, Daley et coll. démontrent que des souris 
irradiées et greffées avec des cellules souches hématopoïétiques de moelle osseuse 
transfectées avec l’ADNc codant BCR-ABL1 développent une maladie proche de la leucémie 
myéloïde chronique (Daley et al., 1990). 
A l'état normal, l'oncogène ABL1 code une protéine de 145 kDa à activité tyrosine kinase 
(Smith and Mayer, 2002). Le gène de fusion BCR-ABL1 code une protéine de 210 kDa, 
composée du domaine d’oligomérisation de BCR et du domaine catalytique de ABL1 (Figure 
37). 
Le domaine d'oligomérisation est crucial pour les propriétés transformantes des 
protéines de fusion (Golub et al., 1996; McWhirter et al., 1993). En effet, suite à leur 
oligomérisation, il y a activation constitutive du domaine kinase de ABL1 et stimulation des 
voies de transduction (Okuda et al., 1996; Voss et al., 2000). De plus, la présence de la 
chimère BCR-ABL1 délocalise ABL1 du noyau vers le cytoplasme. 
Cette translocation définit la LMC. Cependant, on la retrouve également dans des 
leucémies aiguës myéloblastiques ou lymphoblastiques (Deininger et al., 2000; Kantarjian et 
al., 1991). Dans certains cas, elle peut être associée à un caryotype plus complexe tel que la 



















Figure 38 : Structure de la protéine de fusion TEL-PDGFR dans la LMMC. 
LMMC : Leucémie myélomonocytaire chronique ; HLH : Helix-Loop-Helix, TM : domaine 
















Enfin, c’est en 1996 que Drucker et coll. identifièrent un nouveau composé issu de la 
classe des phénylamino-pyrimidines agissant comme un inhibiteur spécifique de l’activité 
tyrosine-kinase de BCR-ABL1 : l’imatinib ou Glivec (Druker et al., 1996). L’imatinib est un 
inhibiteur compétitif car il agit en se fixant dans la poche à ATP de ABL1. Il est également 
utilisé comme inhibiteur d’autres tyrosines kinases telles que KIT, PDGFR ou PDGFR. Ce 
médicament est très efficace, cependant des phénomènes de résistance, liés à des mutations 
dans la poche à ATP de ABL1, sont rencontrées dans certains cas. 
2/ Translocation chromosomique et RTKs 
Les gènes codant des récepteurs à activité tyrosine kinase sont fréquemment 
réarrangés suite à des translocations réciproques (Schlessinger and Ullrich, 1992). A titre 
d’exemple, on peut citer le récepteur PDGFR (Platelet derived Growth Factor) dans la 
LMMC associée à la translocation t(5;12) (Golub et al., 1994), et le récepteur ALK 
(anaplastic lymphoma kinase), dérégulé suite à la translocation t(2;5) dans les lymphomes 
non-hodgkinien (Hernández et al., 1999; Morris et al., 1994). 
Les gènes de fusion résultant de ces translocations ont perdu les séquences codant les 
domaines extracellulaires des RTKs mais ont conservé les séquences codant le domaine 
catalytique. Les nouvelles séquences juxtaposées en N-terminal favorisent la dimérisation, 
comme dans les fusions TEL-PDGFR où la partie du gène TEL (ou ETV6) code pour une 
région hélice-boucle-hélice (Figure 38). 
Ceci est également retrouvé dans les fusions NPM-ALK et TPM3-ALK où le domaine 
NH2 terminal contenant des hélices hydrophobes ou motifs "Coiled-Coil" est responsable de 
la dimérisation et de l'activation constitutive de la kinase (Bai et al., 1998). Les conséquences 
de ces réarrangements sont importantes pour la fonction du RTK (Blume-Jensen and Hunter, 
2001). En effet, l'activation du récepteur devient constitutive, non régulée, et indépendante de 
la fixation du ligand. Les séquences de dimérisation engendrent une activation constitutive du 
domaine tyrosine kinase. La localisation peut également être affectée par la formation de la 
protéine de fusion. Par exemple, lorsque la chimère NPM-ALK forme un hétérodimère avec 
NPM, sa localisation devient nucléaire, alors que sous la forme NPM-ALK/NPM-ALK elle 












Figure 39 : Représentation schématique du récepteur tyrosine kinase RET. 
RET est une protéine transmembranaire composé de 4 domaines cadhérine-like, d’un domaine riche en 
cystéine, d’un domaine transmembranaire et de deux domaines tyrosine kinase (TK1 et TK2). Les 
trois isoformes RET9, RET43 et RET51 sont représentées ainsi que leurs tailles respectives 1072aa, 









III/ LA TYROSINE KINASE RET 
A/ RET et ses isoformes 
1/ Identification et structure du gène RET 
Le gène RET (pour REarranged during Transfection) a été identifié pour la première 
fois par Takahashi et al. en 1985 lors d’expérience de transfection de cellules de fibroblastes 
NIH-3T3 avec de l’ADN génomique extrait de lymphome T humain. Lors de cette 
transfection, un réarrangement chromosomique s’est produit engendrant une protéine chimère 
responsable de la transformation des fibroblastes. Le gène impliqué dans cette translocation a 
été cloné puis identifié comme étant le récepteur à activité tyrosine kinase RET (la partie C-
terminale de la protéine codée par ce gène étant homologue de 40-50% aux autres tyrosines 
kinase) (Takahashi et al., 1985). 
Le gène RET est localisé sur le chromosome 10 en position q11.2 et comprend 20 
exons (Pasini et al., 1995). Le poids moléculaire de la forme mature de RET est de 170 kDa, 
et celui de la forme localisée dans le réticulum endoplasmique non glycosylée, est de 150 
kDa. Les orthologues de RET ont été identifiés chez d’autres espèces tels que le rat, la souris, 
le poulet, le poisson zèbre ainsi que chez des invertébrés. 
2/ Les isoformes de RET 
RET code pour des isoformes qui résultent d’un épissage alternatif dans la région 5’ ou 
3’ du gène. 
Des épissages alternatifs dans la région 5’ du transcrit de RET codant pour le domaine 
extracellulaire ont été décrits en 1997 (Lorenzo et al., 1997). Cet épissage donnerait naissance 
à trois nouvelles isoformes dont l’exon 3, l’exon 3 et 4, ou les exons 3, 4 et 5 font défaut. Ces 
isoformes, dont le domaine cadhérine est absent, sont exprimées in vivo mais leur fonction 
reste inconnue. 
Au niveau du domaine intracytoplasmique, on distingue essentiellement trois 
isoformes, RET9, RET43 et RET51, qui diffèrent respectivement pour les 9, 43, 51 derniers 
acides aminés situés en C-terminal (Myers et al., 1995) (Figure 39). Les rôles biologiques de 
































plus abondamment exprimés. Les souris déficientes pour la forme longue RET51 se 
développent normalement alors que les souris déficientes pour l’isoforme courte RET9 
présentent un phénotype comparable à celui des souris dont le gène Ret est délété de son 
domaine kinase (région présente dans les deux isoformes). Ces données suggèrent que la 
signalisation dépendante de RET pendant l’embryogenèse est attribuable essentiellement à 
l’isoforme courte, alors que l’isoforme longue aurait plutôt un rôle à partir du stade postnatal. 
La structure protéique de ces isoformes est conservée et peut être divisée en trois 
domaines fonctionnels (Figure 39) :  
- un domaine extracellulaire en N-terminal avec quatre répétitions cadhérine-like et une 
région riche en cystéine,  
- un domaine transmembranaire hydrophobe, 
- un domaine tyrosine kinase cytoplasmique en C-terminal. 
La partie « cadherin-like » est constituée de quatre domaines d’adhésion cellulaire, 
dépendants du calcium, qui induisent et stabilisent les changements de conformation 
nécessaires aux interactions avec les ligands et les co-récepteurs. Le domaine riche en 
cystéines assure quant à lui la formation de dimères de RET, nécessaires à son activation. 
Dans la région intracellulaire, deux domaines d’activité tyrosine kinase (TK1 et TK2) ont été 
identifiés. Ils sont impliqués dans l’activation des cascades de signalisation intracellulaire (de 
Groot et al., 2006; Drosten and Pützer, 2006; Takahashi, 2001). 
3/ Mécanismes d’activation 
Physiologiquement, RET agit via son association à un des corécepteurs de la famille 
des récepteurs aux facteurs neurotrophiques dérivés des cellules gliales (GFR˞, après 
fixation d’un des ligands de la famille du GDNF (pour Glial cell-derived neurotrophic factor) 
(GDNF, neurturine, artemine ou persephine). La dimérisation du complexe 
RET/corécepteur/ligand assure le rapprochement intracytoplasmique des domaines kinase des 
deux récepteurs RET permettant l’autophosphorylation de différents résidus Tyrosine (Y). 
Ces domaines ainsi activés sont alors capables, à leur tour, de phosphoryler et donc d’activer 











Figure 40 : Différents mécanismes d’activation de RET. 
A/ Activation de RET en cis : lorsque un des ligands de la famille GDNF (GFL) se lie à son 
corécepteur (GFR) qui est distribué dans les radeaux lipidiques. L’activation de RET consécutive à 
sa dimérisation entraine l’activation de la signalisation cellulaire. 
B/ Activation de RET en trans : le ligand GFL se lie à la forme soluble de son corécepteur (GFR) 
puis cet hétérocomplexe ligand/corécepteur regroupe deux monomères de RET inactifs, initialement 
situés à l'extérieur des radeaux lipidiques. La forme active de RET est ensuite recrutée au niveau des 








Il a été mis en évidence que la signalisation RET/GDNF implique la 
compartimentalisation de ces molécules à la membrane sur les radeaux lipidiques. Les 
radeaux lipidiques sont des structures membranaires dynamiques riches en sphingolipides et 
en cholestérol, permettant l’assemblage spécifique de molécules de signalisation. Certains 
types de molécules se localisent spécifiquement sur ces radeaux lipidiques, par exemple celles 
qui possèdent une ancre GPI, comme les GFRα (de Groot et al., 2006). 
A l’origine, il a été proposé que l’activation de RET soit la conséquence d’un 
processus en deux étapes : dans un premier temps, un homodimère de GDNF se lie à deux 
monomères de GFRα1, puis ce complexe interagirait avec RET permettant son 
homodimérisation et son activation. Ce modèle reposerait sur l’incapacité de RET à lier le 
GDNF en absence de GFRα1. Cependant, des études plus récentes ont conduit à élargir ce 
point de vue. En effet, il a été mis en évidence que l’inhibition de la formation du complexe 
GDNF/GFRα1 par mutation du site d’interaction du GDNF n’empêche pas la liaison 
activatrice RET/GFRα1 en présence de GDNF muté. Ces données suggèrent l’existence de 
complexes RET/GFRα1 préformés avant la fixation avec le GDNF Ainsi, il a été montré 
qu’en présence de GDNF, RET est recruté dans ces radeaux lipidiques par GFRα1 ; de plus 
cette compartimentalisation semble nécessaire à la transduction des signaux induits par 
GDNF. En dehors des rafts, RET peut être phosphorylé mais les réponses biologiques 
observées suite à l’activation par le GDNF paraissent atténuées. Enfin, les formes solubles de 
GFRα1, complexées au GDNF, pourrait activer RET en trans, puis induire sa translocation 
dans les radeaux lipidiques selon un processus dépendant de l’activité catalytique de RET. 
Ainsi, un modèle peut être proposé dans lequel RET peut être activé en trans par un 
complexe soluble GFRα1/GDNF, ou en cis par la fixation du GDNF sur GFRα1 dans un 
premier temps ou directement sur des complexes RET/GFR˞1 préformés, en équilibre 
instable (Figure 40) (de Groot et al., 2006). Le récepteur, une fois phosphorylé, pourrait 
initier différentes voies de signalisation en fonction du microenvironnement membranaire 
dans lequel il se trouve, la signalisation induite au niveau des radeaux lipidiques étant la plus 














Figure 41 : Principales voies de signalisation activées par RET et principales fonctions 
cellulaires mises en jeu.  
D’après (de Groot et al., 2006). 









localisent dans les radeaux lipidiques, comme FRS2, Ras ou les Src kinases. La protéine 
adaptarice Shc en revanche serait associée à RET seulement lorsque celui-ci se trouve en 
dehors des radeaux lipidiques. 
4/ Voies de signalisation médiées par RET 
Différents travaux ont permis d’identifier au moins 18 sites de phosphorylation dans 
les domaines kinase de RET, et de relier certains de ces résidus à des voies de signalisation 
préférentielles (de Groot et al., 2006) (Figure 41). En particulier, la phosphorylation des 
tyrosines Y752 et Y928 active la voie STAT3 ; celle de Y981 active Src, impliquée dans la 
survie neuronale ; et celle de Y1015 initie la voie de la PKC via le recrutement de la 
phospholipase C-
. La tyrosine Y1062 est cruciale dans l’activation de voies majeures de 
signalisation via le recrutement de diverses protéines adaptatrices (ShcC, FRS2, DOK, 
Enigma…). Sont en particulier activées les voies PI3K/AKT, impliquées dans la prolifération, 
la différenciation, la survie et la mobilité cellulaire, et RAS/ERK et MAPK, impliquées dans 
la prolifération et la différenciation cellulaire. Y1062 intervient également dans l’activation 
d’autres voies telles que p38MAPK et NFκB (Pacifico and Leonardi, 2010). 
B/ Rôle physiologique de RET  
De façon physiologique, RET est principalement exprimé lors du développement du 
système nerveux et urogénital, et joue un rôle crucial dans le développement du système 
nerveux entérique, du système rénal, et dans la spermatogenèse (Jain et al., 2004; Pachnis et 
al., 1993). À un stade très précoce du développement (dès E8.5 chez la souris), RET est 
exprimée dans les cellules précurseurs de la crête neurale. Un sous-ensemble de cellules 
exprimant RET est ensuite observé dans les noyaux du système nerveux central, y compris les 
neurones moteurs et catécholaminergiques. Au cours du développement, les cellules de la 
crête neurale exprimant RET migrent via le mésenchyme intestinal pour former le système 
nerveux entérique, situé dans la paroi intestinale du tractus gastro-intestinal (Pachnis et al., 
1993). Une autre partie des cellules exprimant RET entraine le développement précoce des 
ganglions sensitifs et autonomes du système nerveux périphérique, des cellules chromaffines 
surrénales, des cellules C de la thyroïde. RET est également exprimé dans des structures 
transitoires embryonnaires, pronéphros et mésonéphros, puis dans la structure qui va 
































Les souris délétées pour le gène RET ont permis la mise en évidence son rôle essentiel 
au cours du développement. En effet, ces souris sont dépourvues de ganglions cervicaux 
supérieurs et de l’ensemble du système nerveux entérique. Elles présentent également une 
agénésie ou dysgénésie du rein, des troubles de la spermatogenèse, ont moins de cellules C de 
la thyroïde, et meurent peu de temps après la naissance (Jain et al., 2004; Manié et al., 2001). 
Plusieurs observations suggèrent que les différentes isoformes de RET ont des effets tissus-
spécifiques différents au cours de l'embryogenèse. RET9 est suffisante pour soutenir 
l'embryogenèse normale et la vie postnatale. Tandis que les souris exprimant seulement 
RET51, ont de graves défauts dans l'innervation de l'intestin et le développement rénal (de 
Graaff et al., 2001). En effet, les souris déficientes pour la forme longue RET51 se 
développent normalement alors que les souris déficientes pour l’isoforme courte RET9 
présentent un phénotype comparable à celui des souris dont le gène Ret est délété de son 
domaine kinase (région présente dans les deux isoformes). Ces données suggèrent que la 
signalisation dépendante de RET pendant l’embryogenèse est attribuable essentiellement à 
l’isoforme courte, alors que l’isoforme longue aurait plutôt un rôle à partir du stade postnatal. 
De plus des essais in vitro ont montré que RET51 a le plus fort potentiel transformant et la 
plus forte activité kinase (Iwashita et al., 1999). 
D’autre part, l’expression de Ret est corrélée à celle d’un de ces ligands, gdnf dans de 
nombreux tissus au cours de l’embryogenèse. De même, bien que les profils d’expression des 
GFRα et de Ret ne se recouvrent pas toujours, on retrouve également le GFRα1 coexprimé 
avec Ret au niveau des reins, du tractus gastrointestinal, ainsi que dans des neurones 
sensoriels et dopaminergiques. 
Les profils d’expression observés pour Ret, Gdnf et GFRα1 suggèrent une fonction de 
ce récepteur dans le développement de nombreux tissus nerveux, notamment le SNE, ainsi 
que la formation des reins. Ces données sont effectivement confirmées par l’invalidation de 
ces gènes chez la souris. On constate des caractéristiques phénotypiques identiques chez les 
souris invalidées pour Ret, Gdnf et GFRα1. Ainsi ces tissus sont strictement dépendants de la 
signalisation RET/GDNF/GFR˞1. Par ailleurs, les souris mutées pour d’autres ligands ou 
corécepteurs de Ret sont viables même si elles présentent des défauts de développement du 
système nerveux, ce qui suggère que GDNF et GFR˞1 ont un rôle majeur au cours de 
































Chez l’adulte, des niveaux élevés de RET ont été observés dans le cerveau, le thymus, 
les neurones entériques, sympathiques et sensoriels périphériques et dans les testicules (Arighi 
et al., 2005; Manié et al., 2001; Pachnis et al., 1993). On en retrouve également dans d’autres 
tissus, comme les glandes salivaires et minoritairement dans le cœur et la rate. En revanche, 
aucune expression n’est détectée dans le rein.  
C/ RET et les cancers thyroïdiens 
Des mutations du gène RET confère à la protéine RET une activité kinase constitutive, 
responsable de syndromes héréditaires cancéreux : les néoplasies endocriniennes multiples de 
type 2 (MEN 2). Des réarrangements somatiques de RET sont à l’origine de cancers 
papillaires thyroïdiens (PTC). (Jhiang, 2000) 
1/ Les Néoplasies Endocriniennes Multiples (MEN) de type 2 
Le gène RET est impliqué dans plusieurs syndromes cancéreux. Des mutations 
ponctuelles faux sens de la lignée germinale confèrent au récepteur RET une activité kinase 
constitutive responsable MEN 2 (Martucciello et al., 2012). Les patients atteints de néoplasie 
endocrinienne multiple de type 2 développent : 
Dans 100% des cas un carcinome médullaire thyroïdien (CMT). Ce sont des cancers issus 
des cellules C de la thyroïde. Le CMT représente 5% des cancers thyroïdiens, son incidence 
est identique chez l’homme et la femme. La survie globale à 10 ans est de 70% et passe à 
moins de 50% à 10 ans en cas de métastases.  
50% des cas développent un phéochromocytome. Il s’agit d’une tumeur endocrinienne 
localisée au niveau de la glande medullo-surrénale ; 
15 à 30% des cas développent une hyperparathyroïdie.  
La transmission de ces syndromes cancéreux est de type autosomique dominant. Il 
existe trois variantes de MEN 2, associées à des mutations du gène RET localisées dans des 


































MEN 2A (ou syndrome de Sipple) associe le cancer médullaire de la thyroïde (CMT) au 
phéochromocytome et plus rarement à une hyperparathyroïdie. Ce syndrome est d’évolution 
lente et tardive. Les mutations concernées portent sur le domaine extracellulaire 
juxtamembranaire et riche en cystéines du gène RET. Ces résidus cystéines sont 
classiquement impliqués dans la formation de ponts inter-moléculaires disulfure de RET 
sauvage. Ainsi, il est suggéré que les résidus cystéine mutés confèrent au récepteur RET la 
capacité d’un appariement avec un autre monomère afin de mimer les effets du complexe 
activateur RET/GDNF. Cette dimérisation constitutive de RET permet son autoactivation. 
MEN 2B (ou syndrome de Gorlin) associe le CMT au phéochromocytome et diverses autres 
lésions spécifiques. Ce cancer est très rare (5%), de pénétrance élevée et de mauvais 
pronostic. Plus de 98% des mutations affectent le codon 918 (M918T) localisé dans le 
domaine tyrosine kinase visant à modifier la spécificité de substrat du récepteur. 
FMTC ou Forme Familiale de Cancer Thyroïdien dont la seule expression phénotypique est 
le CMT. Elle est d’évolution lente et représente environ 25% des cas. La FMTC se développe 
chez des patients ayant un âge avancé. Les mutations impliquées dans l’expression 
phénotypique de cette forme familiale de CMT sont variées. On les retrouve tant dans la 
partie extracellulaire du gène RET (exons 8, 10, 11) que dans sa région intracytoplasmique 
(exons 13, 14, 15). De manière intéressante, des études in vitro font apparaître que l’activité 
oncogénique de RET muté semble correspondre à des phénotypes cliniques caractéristiques. 
Les mutations du gène RET impliquées dans les MEN 2A et les MEN 2B ont un potentiel 
oncogénique plus important que celles impliquées dans les FMTC. Cependant, parmi les 
mutations du domaine juxtamembranaire de RET, la cystéine 634 mutée (C634R) semble 
amplifier beaucoup plus l’activité oncogénique de RET comparativement à n’importe quelles 
autres mutations décrites à ce jour. Paradoxalement, si la MEN 2A et la FMTC, ont la même 
entité génétique, portée par exemple sur la mutation C634R, l’expression phénotypique de 
chacun de ces syndromes peut être différente ainsi que la pénétrance associée à RET muté. 
Cette variation phénotypique parmi les syndromes MEN 2 voire même parmi les membres 
d’une famille affectée par un même syndrome n’est pas comprise à ce jour. Par ailleurs, des 
doubles mutations du gène RET ont également été identifiées comme V804M/R844L dans un 


































2/ Les carcinomes papillaires thyroïdiens (PTCs) 
D’un point de vue épidémiologique, l’irradiation cervicale externe durant l’enfance 
(comme l’accident de Tchernobyl) est le facteur favorisant le développement d’un carcinome 
papillaire thyroïdien. Ce syndrome humain a un facteur de bon pronostique avec une survie 
globale supérieure à 90% à 20 ans. Les carcinomes papillaires thyroïdiens sont dus à des 
réarrangements somatiques du gène RET (appelé RET/PTC) dépourvu de la séquence codant 
le domaine transmembranaire. Dans tous les cas, la région correspondant à la partie 
intracytoplasmique de la protéine et qui contient le domaine kinase est fusionnée dans sa 
partie N-terminale avec un autre produit d’un gène exprimé dans les cellules folliculaires 
thyroïdiennes. Cela conduit à une dimérisation constitutive de RET/PTC. Des études in vitro 





Notre étude est donc la première à mettre en évidence l’implication de la tyrosine 
kinase RET dans les hémopathies malignes. Nous rapportons ici le clonage et la 
caractérisation fonctionnelle de deux nouveaux gènes de fusion BCR-RET et FGFR1OP-RET 
retrouvés chez deux patients atteints de LMMC. Ces fusions sont générées par les 
translocations équilibrées t(10;22)(q11;q11) et t(6;10)(q27;q11) respectivement. Ces deux 
nouvelles translocations conduisent à l’activation aberrante de RET, sont capables de 
transformer les cellules hématopoïétiques et biaisent le programme de différenciation 
hématopoïétique vers la lignée monocytes / macrophages. De plus, ces gènes de fusion 
impliquant RET semblent imiter constitutivement la même voie de signalisation que les 
mutations de RAS souvent impliqués dans LMMC. Nous rapportons également que le patient 
associé à la protéine de fusion BCR-RET n'a pas répondu à l'imatinib mais était sensible au 
sorafenib, un inhibiteur de l’activité TK de RET. Ce traitement a permis au patient de se 






























RET fusion genes are associated with chronic myelomonocytic
leukemia and enhance monocytic differentiation
P Ballerini1,7, S Struski2,7, C Cresson3,7, N Prade2, S Toujani4, C Deswarte1, S Dobbelstein2, A Petit1, H Lapillonne1, E-F Gautier3, C Demur2,
E Lippert5, P Pages1, V Mansat- De Mas2,3,6, J Donadieu1, F Huguet2, N Dastugue2, C Broccardo3,7, C Perot4,7 and E Delabesse2,3,6,7
Myeloproliferative neoplasms are frequently associated with aberrant constitutive tyrosine kinase (TK) activity resulting from
chimaeric fusion genes or point mutations such as BCR-ABL1 or JAK2 V617F. We report here the cloning and functional
characterization of two novel fusion genes BCR-RET and FGFR1OP-RET in chronic myelomonocytic leukemia (CMML) cases generated
by two balanced translocations t(10;22)(q11;q11) and t(6;10)(q27;q11), respectively. The two RET fusion genes leading to the
aberrant activation of RET, are able to transform hematopoietic cells and skew the hematopoietic differentiation program towards
the monocytic/macrophage lineage. The RET fusion genes seem to constitutively mimic the same signaling pathway as RAS
mutations frequently involved in CMML. One patient was treated with Sorafenib, a specific inhibitor of the RET TK function, and
demonstrated cytological and clinical remissions.
Leukemia (2012) 26, 2384–2389; doi:10.1038/leu.2012.109
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INTRODUCTION
Hematopoietic myeloid malignant diseases are classified in three
broad categories according to the maturation potential of the
leukemic cells, from the less mature to the more differentiated:
acute myeloid leukemias (AML), myelodysplastic syndromes and
myeloproliferative neoplasms (MPNs). Chronic myelomonocytic
leukemias (CMML) are characterized by a proliferative disease
affecting both myeloid and monocytic lineages and by cytological
signs of myelodysplasia. The 2008 World Health Organization
(WHO) classification has recognized its particularities by
distinguishing CMML from myelodysplastic syndrome and
MPNs.1 CMML are defined by persistent peripheral blood
monocytosis (41G/L), absence of the BCR-ABL1 fusion gene,
less than 20% of myeloblasts or monoblasts in the blood
or the bone marrow and evidence of dysplasia in myeloid
lineages. In the absence of dysplasia, acquired cytogenetic
abnormalities or persistent monocytosis without classical causes
are alternatives to these criteria. The usual age of presentation of
CMML is in the range of 70 years. A closely related form of CMML
is found in childhood and named juvenile myelomonocytic
leukemia.1
MPNs are frequently associated with a constitutive tyrosine
kinase (TK) activity resulting from chimaeric fusion genes or point
mutations. Examples of such activations in MPN are BCR-ABL1 in
chronic myeloid leukemia or JAK2 V617F in polycythemia vera and
essential thrombocytemia.2 We report here the cloning and
functional characterization of two novel fusion genes BCR-RET
and FGFR1OP-RET in CMML cases generated by two balanced
translocations t(10;22)(q11;q11) and t(6;10)(q27;q11), respectively.
It is the first report of the involvement of the RET TK in
hematological malignancies. RET, initially identified as an
oncogene in an NIH-3T3 transformation assay,3 encodes a 1114
amino-acid protein that belongs to the TK receptor sub-family. It
binds glial-derived neurotrophic factor (GDNF) ligands associated
with co-receptors (GDNF-family a co-receptors; GFRa). Upon
ligand binding, the receptor dimerizes and its intracellular
tyrosine residues are phosphorylated leading to kinase
activation.4 The direct implication of RET in cancer was
evidenced in papillary thyroid carcinoma, where somatic
rearrangements result in the fusion of its TK catalytic domain
with a N-terminal dimerization domain encoded by various
genes.5 More recently, fusion involving RET merged to KIF5B
have been characterized in 1–2% of colorectal and lung
carcinomas.6,7 Subsequently, point mutations were discovered in
the majority of familial or sporadic cases of multiple endocrine
neoplasia syndromes 2A/2B (MEN2A/MEN2B).8 Either RET fusion
proteins or point mutations enhance the RET TK activity.4
Conversely, inactivating mutations lead to renal agenesis and
have been found in familial and sporadic cases of Hirschsprung’s
disease, a developmental disorder characterized by the absence of
enteric ganglia in the intestinal tract.9
The two RET fusion genes described here leading to the
aberrant activation of RET, are able to transform hematopoietic
cells and skew the hematopoietic differentiation program towards
the monocytic/macrophage lineage. We also report that the
patient associated with the BCR-RET fusion protein didn’t respond
to Imatinib but was sensitive to Sorafenib, an inhibitor of TK
activity.
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MATERIALS AND METHODS
Karyotype and fluorescence in situ hybridization (FISH)
Karyotypes were established from bone marrow aspiration after 24-h
cultures. Chromosome abnormalities were identified with RHG banding
and GTG banding in case 1 and RHG banding in case 2. RET-specific probes
were prepared by labeling RET-specific fosmids from the WIBR-2 human
fosmid library.10 Fosmid G248P84737G5 spanned from the 50/centromeric
region to RET intron 11 (GRCh37/hg19 assembly location Chr10:
43 564 608–43 610 954) and was labeled with Spectrum Orange. Fosmid
G248P82944G3 spanned from the end of RET intron 1 to 30/telomeric
region of RET (GRCh37/hg19 assembly location Chr10: 43 591 944–
43 636 084) and was labeled with fluorescein isothiocyanate.
RET fusion gene RT-PCR
The specific RT-PCR of the FGFR1OP-RET fusion transcript in case 1 was
performed using FGFR1OP Ex6-F (50-CATTCTCCACCAAAGTCACCA-30) and
RET_R2555 (50-CCTGGCTCCTCTTCACGTAG-30). The reverse fusion transcript
RET-FGFR1OP was looked for using RET_F1925 (50-CAACATTTGCCCTCAG-
GACT-30) and FGFR1OP_R1206 (50-GCAAGGCACCAATAGAGAGC-30). The
specific RT-PCR of the BCR-RET fusion transcript in case 2 was performed
using four BCR forward primers (HsBCR_b1A: 50-GAAGTGTTTCAG
AAGCTTCTCC-30 ; HsBCR_e1A: 50-GACTGCAGCTCCAATGAGAAC-30 ; HsBCR_
e6S2: 50-GACTTACCTGAGCCACCTGGAG-30 and HsBCR_c3A: 50-ACGGCGAG
AGCACGGACA-30) and a RET reverse primer (HsRET_X12_R1: 50-CCAAG
AACCAAGTTCTTCCGAG-30 ; HsRET_X14_R1: 50-GGAGCCGTATTTGGCGT
ACTC-30 ; HsRET_X16_R1: 50-GGGATTCAATTGCCATCCATT-30).
RET expression quantification and TK domain resequencing
Quantitative RT-PCR of RET was performed according to the EAC (Europe
Against Cancer) settings.11 Taqman set primers, located between exons 19
and 20, were HsRET_121F1 (50-GGAGACACCGCTGGTGGA-30) and
HsRET_253R1 (50-AGCTCTCGTGAGTGGTACAGGACT-30). Taqman probe
was HsRET_204_P1 (50-TGTCAGACCCGAACTGGCCTGGA-30). ABL1 was
used as ubiquitous control gene and quantified using the EAC Taqman
set.11 RET quantification was performed in 98 AML, 31 CMML, 2 normal
peripheral blood and 3 normal bone marrow samples. RET TK domain was
resequenced in complementary DNA of samples expressing RET at a RET/
ABL1 ratio higher than 0.1 using HsRET_TKDomain_F2 (50-TTCC
CGGTCAGCTACTCCTCT-30) and HsRET_TKDomain_R2 (50-GCATGTTT
CTTCCCCTTGTGA-30).
Retroviral production
Full-length RET fusion transcripts were amplified using Advantage 2
Polymerase Mix (Clontech, Saint-Germain-en-Laye, France) with BCR_
742U21_SI (50-AGTACTAGTACTCGGCCGCGCCATGGTGGACCC-30) and RET_
3817L30_BI (50-GGATCCGGATCCAAAAACGAGTCTGCCACCTGGGAACTGA-30)
for BCR-RET and FGFR1OP_200U25_SI (50-AGTACTAGTACTCGCGGCTTCGGC
GGTTGTCTTGGAG-30) and RET_3817L30_BI for FGFR1OP-RET and cloned into
the pMSCV-IRES-EGFP (MIE) retroviral vector. MIE-BCR-ABL1P210 was kindly
provided by Ali Turhan (Poitiers, France). Retroviruses were prepared using the
packaging cell line Phoenix-Eco. Retroviral supernatant was collected and
filtered through a 0.45-mm filter.
Lineage-negative cells transduction
Bone marrow cells were harvested from 6- to 12-week-old C57BL/6 mice.
Lineage-negative (Lin ) cells were obtained after separation using the
Lineage Cell Depletion Kit (Miltenyi Biotec, Paris, France), according to the
manufacturer’s instructions. Lin cells were infected with MIE, MIE-BCR-
RET, MIE-FGFR1OP-RET or MIE-BCR-ABL1P210 as previously described.12 Serial
replating was performed as described by Lavau et al.13
BaF/3 cell line transformation assay
MIE-BCR-RET, MIE-FGFR1OP-RET and MIE-BCR-ABL1P210 retroviruses were
transduced in the BaF/3 cell line regarding its dependency to IL3 for
growth. Three independent infections were performed for each fusion
gene. Cells were recovered in IL3-containing medium for 48 h and then
plated out in presence or absence of 10 ng/ml of IL3 (Peprotech, Neuilly sur
Seine, France). Cells were counted daily for 4 days.
Western blot
Infected BaF/3 cells cultured with IL3 were sorted using the EGFP
fluorescence (infected cells cultured in absence of IL3 were already 100%
EGFP-positive). Antibodies used recognized ABL1 (Merck-Calbiochem,
Darmstadt, Germany, #OP20), AKT (Cell Signaling, Saint Quentin en
Yvelines, France, #9272), phospho-AKT (Ser473, Cell Signaling, #9271), b-
catenin (Becton-Dickinson, Le Pont de Claix, France, #610154), phospho-b-
catenin (Ser33/Ser37/Thr41, Cell Signaling, #9561), ERK1/2 (Cell Signaling,
#9102), diphosphorylated ERK1/2 (Sigma, M8159), STAT3 (Cell Signaling,
#9139), phospho-STAT3 (Tyr705, Cell Signaling, #9131), STAT5 (Cell
Signaling, #9363), phospho-STAT5 (Tyr694, Cell Signaling, #9351) and RET
(Cell Signaling, #3223).
Morphological and confocal immunofluorescence microscopy
Infected BaF/3 cells were centrifuged onto glass coverslips for 3min at
300 r.p.m. in a cytospin centrifuge. Rabbit anti–RET (1/100, Cell Signaling,
#3223) or normal rabbit control IgG1 (1/100, eBiosciences, Paris, France)
antibodies were added for 3 h at room temperature. Fluorescence images
were taken using an upright laser scanner confocal microscope (Carl Zeiss
LSM710, Le Pecq, France,  63 oil immersion objective).
RESULTS
Recurrent 10q11 chromosomal band translocations occur in CMML
The rearrangement of the 10q11 chromosomal band was
identified in two independent CMML cases. Case 1 is a 12-week
infant who presented initially with melena and hepato-spleno-
megaly. Blood test revealed a fluctuant hyperleucocytosis
(49–88G/L) with monocytosis (20–24%), myelemia, eosinophilia,
thrombocytopenia (34G/L) and anemia (Hb 8.8 g/dl). The bone
marrow aspiration identified 12% of monocytes and less than 2%
monoblastic cells. A diagnosis of juvenile myelomonocytic
leukemia was established. The karyotype identified a
t(6;10)(q27;q11) balanced translocation (Supplementary
Figure 1A). At 2 months of follow-up, a femoral granulocytic
sarcoma occurred with a massive osteolytic infiltration by a
monocytic population with the same translocation
t(6;10)(q27;q11) associated to additional abnormalities, specially
a triplication of the derivative chromosome 6: 53,XY,þ 2,6,
t(6;10)(q27;q11),þder(6)t(6;10)x2,þ 7,þ 7,þ 8,þ 13,þ 19.
Case 2 is a 69-year-old male, whose disease was revealed by a
splenomegaly of 13 cm associated with a hyperleucocytosis
(63.7 G/L) along with myelemia (35%), monocytosis (3.2 G/L) and
thrombocytosis (527G/L). The bone marrow aspiration revealed a
hyperplasia with 1% of myeloblast and 4% of promyelocytic cells.
A diagnosis of CMML1 was established. The karyotype identified a
t(10;22)(q11;q11) balanced translocation with a loss of chromo-
some Y (Supplementary Figure 1B).
The RET TK gene is the target of 10q11 translocations
The 6q27 chromosomal band, involved in case 1, is a recurrent
breakpoint region in MPN involving FGFR1OP already reported in
fusion with the FGFR1 gene.14 FISH analysis confirmed its
involvement in the t(6;10)(q27;q11) translocation (data not shown).
In the 10q11 chromosomal band, RET gene was thought to be a
good candidate, as being the unique gene encoding a TK located in
this region. The breakpoint in the RET gene was confirmed by FISH
analysis (Supplementary Figure 1C). The FGFR1OP-RET fusion
transcript was amplified by RT-PCR (Supplementary Figure 1D). This
product merged FGFR1OP exon 12 with RET exon 12
(Supplementary Figure 1G). The reverse RET-FGFR1OP fusion
transcript was not detected in case 1 (data not shown).
The BCR gene is located in the 22q11 chromosomal band and is
frequently involved in chronic myeloproliferative disease. FISH
analysis confirmed its involvement in the t(10;22)(q11;q11)
translocation (data not shown). The breakpoint in RET gene was
also confirmed by FISH analysis (Supplementary Figure 1E). The
BCR-RET fusion transcript was amplified by RT-PCR (Supplementary
Figure 1F) and sequenced. This product merges the BCR exon 4
with the same RET exon 12 as in case 1 (Supplementary Figure 1H).
RET fusions in chronic myelomonocytic leukemias
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RET gene is expressed in myeloid neoplasias
TKs are often activated in hematological malignancies by forced
dimerization due to the juxtaposition of kinase domain and
dimerization motifs brought by the fusion partner (such as BCR or
FGFR1OP). Furthermore, these fusions often result in an aberrant
expression of the kinase domain, as the regulatory elements are
brought by the fusion’s 50 partner gene. We then checked the
expression of RET in normal peripheral blood and bone marrow, in
98 AML and 31 CMML cases by quantitative PCR including case 2.
Case 2 expressed RET at a high level (RET/ABL1 ratio 0.55)
compared with the normal counterparts (RET/ABL1 ratio: 0.004 for
blood and 0.006 for bone marrow). AML and CMML cases
expressed RET at a lower level than case 2 (RET/ABL1 ratio range:
0.33–0.0001, Supplementary Figure 2). We sequenced the TK
catalytic domain of 6 AML and 7 CMML patients expressing RET at
a RET/ABL1 ratio higher than 0.1, but detected no mutation of the
TK domain (data not shown).
Patient carrying the BCR-RET fusion gene is insensitive to Imatinib
but sensitive to Sorafenib
After the diagnosis of case 2, the white blood cell count increased
rapidly (Figure 1). The patient was initially treated using Imatinib
400mg per day (Gleevec, Novartis, Rueil-Malmaison, France)
during 2 months. This treatment was discontinued owing to the
continuous increase of white blood cells (Figure 1). After identifica-
tion of the fusion involving the RET TK gene, the patient was treated
with Sorafenib (Nexavar, Bayer, Lyon, France). This drug was selected
according to its in-vitro inhibition of TK activity against RET and its
commercial availability (Supplementary Table 1).15,16 Sorafenib was
initially provided at a dose of 800mg/day, displaying a major clinical
(reduction of the spleen enlargement) and hematological
(normalization of the white blood count) remission (Figure 1).
However, no cytogenetic and molecular remissions were achieved
(Figure 1). The dose of Sorafenib was progressively reduced due to
intolerance (hair loss; weight decrease) to 400mg/day and later to
200mg/day. The patient is still in complete clinical remission after 27
months of treatment.
Case 1 was rapidly allografted in complete remission. The blood
count normalized. He is currently in complete remission with
chronic GVHD at 3 years of follow-up.
RET fusion genes confer independence of IL3 to the BaF/3 cell line
BCR-RET and FGFR1OP-RET complementary DNA were expressed in
BaF/3 cell line using retroviral vectors and compared with the
effect of BCR-ABL1P210 in a transformation assay regarding its
dependency of IL3 for growth. In presence of IL3, no difference of
growth was observed between mutants compared with the non-
transduced cells or infected cells by the MIE retrovirus (Figure 2).
In contrast, withdrawal of IL3 was followed by continuous growth
of BaF/3 infected by MIE-BCR-RET and MIE-FGFR1OP-RET retro-
viruses in a similar way to MIE-BCR-ABL1P210. As controls, the
uninfected BaF/3 cells or infected with the MIE vector died rapidly
in absence of IL3 (Figure 2).
RET fusion proteins signaling is different from BCR-ABL1
BCR-RET and FGFR1OP-RET cellular locations were investigated by
confocal analysis in BaF/3-transduced cells. Both RET fusion gene
products are located in the cytoplasm (Supplementary Figure 3) as
BCR-ABL1.17 Canonical pathways involved in transformation were
analyzed by western blot analyses. BCR-RET and FGFR1OP-RET
enhanced ERK phosphorylation in contrast to BCR-ABL1P210. BCR-
RET is specifically associated with the phosphorylations of STAT3
and AKT after withdrawal of IL3. The STAT5 and b-catenin
pathways were not modified by any of the RET fusion proteins
(Supplementary Figure 4).
RET fusion genes skew differentiation to the monocytic/
macrophage lineage
To assess the impact of the two RET fusion genes regarding
the hematopoietic differentiation, we infected primitive
Figure 1. Clinical response of BCR-RET to Imatinib and Sorafenib.
White blood cell count in G/L evolution of case 2 from the initial
diagnosis according to treatment: Imatinib at 400mg/day (I) then
Sorafenib at 800mg/day (S8). The dose of Sorafenib was reduced
due to toxicity to 400mg/day (S4) and 200mg/day (S2). Number of
mitoses, normal or containing the t(10;22) translocation, are
indicated at each time point where the karyotype was performed.
Figure 2. RET fusion genes render BaF/3 cell line independent to interleukin 3. Number of BaF/3 cells after infection by retroviruses expressing
EGFP (MIE), BCR-ABL1P210, BCR-RET or FGFR1OP-RET fusion genes compared with the absence of infection (NT). BaF/3 cells were cultured in
presence (left panel) or absence (right panel) of IL3. The mean values of three independent infections for each group are shown. ***Po0.001
(two-way analysis of variance).
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lineage-negative hematopoietic cells with MIE-BCR-RET, MIE-
FGFR1OP-RET, MIE-BCR-ABL1P210 or MIE retroviruses. RET fusions
skewed hematopoietic differentiation increasing the percentage
of monocyte/macrophage colonies (CFU-M) in methylcellulose
cultures (Figure 3a). Cells were then recovered from the
methylcellulose. Morphology and butyrate esterase staining
revealed that the percentage of monocytes/macrophages cells is
also higher in RET fusion gene-infected cells compared with the
MIE or MIE-BCR-ABL1P210 retroviruses (Figure 3b and
Supplementary Figure 5).
Murine bone marrow cells have a limited ability to grow after
several replatings in methylcellulose cultures in presence of
cytokines.13 In a similar way to BCR-ABL1,18 the two RET fusion
genes do not confer to the infected cells the ability of forming
colonies after the third replating (Figure 3c).
DISCUSSION
We report here the first involvement of the RET TK in
hematological malignancies, rearranged by translocation with
two different fusion partners, BCR or FGFR1OP. These events have
similar molecular consequences, the fusion of the RET TK domain
with dimerization domains. RET is located in the 10q11
chromosomal band. One CMML case with a t(6;10)(q27;q11),
a translocation identical to the case 1, has been reported in a
41-year-old man suffering from an atypical CMML syndrome
associated with myelofibrosis. The disease rapidly evolved to
acute monoblastic leukemia (M5a).19 In addition, the 10q11
chromosomal band has been implicated in additional cases of
monocytic AML,20,21 suggesting that RET TK activation is a rare but
recurrent event in myelomonocytic leukemias, in a similar way to
the activation of RET in 1– 2% of lung and colorectal cancers.6,7 We
also investigated the TK domain sequence of RET in 6 AML and 7
CMML patients expressing RET at the highest levels without
detecting any point mutation in this region. A similar result was
found in AML where the structure of RET was investigated by
Southern blot and denaturing gradient gel electrophoresis in 17
patients.22
The two RET fusion genes described here merge exon 12 of RET
in 30 with BCR exon 4 or FGFR1OP exon 12 in 50. The 50 part of the
fusion genes encodes dimerization domains, in a similar way to all
the fusion gene partners reported in papillary thyroid, lung and
colorectal carcinomas associated with RET rearrangements (PTC1
[CCDC6], PTC3 [NCOA4], PTC5 [GOLGA5], PTC6 [TRIM24], PTC7
[TRIM33], PTC8 [KTN1], PCM1, ELKS and KIF5B5–7).
All RET fusion genes identified so far therefore contain the
entire TK domain of RET and lose its signal sequence, extracellular
ligand-binding and intracellular juxta-membrane domains. The
latter domain has a negative effect on the RET signaling.23 Both
BCR and FGFR1OP domains kept in the fusion proteins have
dimerization properties.14,24 Consequently, the oncogenic activity
of RET fusion proteins could be a combination of a constitutive
dimerization, higher expression and loss of negative regulatory
elements. To assess the oncogenicity of FGFR1OP-RET and BCR-
RET fusion gene products, we performed a BaF/3 transformation
assay. In a similar way to BCR-ABL1, both RET fusion gene products
conferred independence to IL3 to BaF/3 cells. Furthermore, RET
fusion proteins skewed the differentiation of lineage-negative
hematopoietic progenitors to the monocytic lineage. Nonetheless,
these infected cells were unable to serially replate as BCR-ABL1.18
These results suggested that the RET fusions are able to transform
progenitors already engaged in the myelomonocytic
differentiation.
RET is physiologically expressed by normal granulocytes,
monocytes and macrophages.25 RET is also expressed in AML
and CMML as shown by Gattei et al.25 and confirmed in our study,
the expression being higher in monocytic and myelomonocytic
AML and the most mature stages. In contrast, its expression is
absent or weak in the other hematopoietic cell lineages (CD34þ
progenitors, eosinophils, B and T cells).25 RET fusion proteins
Figure 3. Lineage-negative transduced cells differentiation. Lin cells were infected by EGFP (MIE), BCR-ABL1P210, BCR-RET or FGFR1OP-RET
retroviruses. (a) Proportion of the different types of colonies obtained after plating 104 infected Lin cells in methylcellulose-containing
appropriated cytokines. After 7 days, colonies were identified and numbered: BFU-E, burst forming unit-erythroblast; colony-forming unit
(CFU)-GEMM colonies containing at least three different types of cells; -M, macrophages; -G, granulocytes; -GM, granulocytes-macrophages.
(b) Percentage of butyrate esterase-positive cells in cells retrieved from the methylcellulose 7 days after the first plating. (c) Serial replating
of Lin transduced cells. A fraction of cells was replated every 7 days and colonies were numbered.
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activated the phosphorylation of ERK, STAT3 and AKT proteins.
The normal RET protein has been found to activate also ERK and
AKT through a phosphorylation of its tyrosine residue 1062 and a
subsequent activation of RAS pathway.26–28 Phosphorylation of
the tyrosine 705 of STAT3 and therefore its activation has also
been associated with RET fusion genes found in thyroid
carcinomas and was shown to be independent from JAK TKs.29
Case 1 was allografted rapidly after its diagnosis. Case 2 was
treated initially using Imatinib but the white blood cells count
continued to increase suggesting an inefficacity of this TK
inhibitor. After identification of the TK involved in the
t(10;22)(q11;q11) rearrangement, the patient’s treatment was
switched to Sorafenib (Nexavar). Sorafenib was associated with
complete hematological and clinical responses without karyotypic
or molecular responses. A strong effect of Sorafenib against the
fusion gene PTC3-RET was demonstrated with an IC50 of 47 nM.15
A clinical effect of Sorafenib was also demonstrated in a phase II
trial in patients with advanced medullary thyroid carcinomas
where patients received Sorafenib 400mg orally twice daily. Of 16
patients with sporadic RET mutations, 1 achieved partial response
and 14 had stable disease.30
In conclusion, CMML is a hematopoietic malignancy associated
with the frequent activation of the RAS pathway, being mutated in
30% of CMML cases.31 The RET fusion genes identified here seem
to constitutively mimic the same signaling pathway than RAS
mutations.32,33 In addition, the impact of the RET fusion genes on
the monocytic lineage questions the role of the normal RET TK
activity during the physiological monocytic differentiation. Finally,
Sorafenib has a direct effect over the RET fusion protein occurring
in CMML.
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• Supplementary Figure 1. RET tyrosine kinase is rearranged in CMML
– A. Karyotype of case 1 identifies a balanced t(6;10)(q27;q11) translocation whose 
breakpoints are indicated by arrows.
– B. Karyotype of case 2 identifies a balanced t(10;22)(q11;q11) translocation whose 
breakpoints are indicated by arrows and a loss of the chromosome Y. 
– C and E. FISH analysis using a green telomeric RET and a red centromeric RET probes. 
Chr10 indicated the normal chromosome 10 in case 1 (C) and 2 (E). der10 identified the 
derivative chromosome 10, der6 the derivative chromosome 6 in case 1 (C) and der22 the 
derivative chromosome 22 in case 2 (E). 
– D. FGFR1OP-RET RT-PCR in case 1 and parents revealing the presence of the fusion 
gene only in case 1; MWL: Molecular Weight Ladder.
– F. BCR-RET RT-PCR in case 2 using different RET reverse primers located at RET
exons 12, 14 and 16 respectively; MWL: Molecular Weight Ladder. 
– G and H. Electrophoregrams of the FGFR1OP-RET (G) and BCR-RET (H) fusion 
transcript demonstrating the fusion of FGFR1OP exon 12 to RET exon 12 in case 1 and 

























• Supplementary Figure 2. RET expression in AML and CMML patients
– Expression of RET assessed by quantitative RT-PCR. Ratio of expression between RET 
and ABL1 was calculated. RET mRNA was evaluated in normal peripheral bloods (PB), 
normal bone marrows (BM), case 2 (#2), AML and CMML. Results are presented as a 
box plot graph using a logarithmic scale. The boundary of the box closest to the bottom 
line indicates the 25th percentile, a line within the box marks the median, and the 
boundary of the box closest to top line indicates the 75th percentile. Narrow horizontal 
bars above and below the box indicate the 90th and 10th percentiles. Outliers are 
indicated as dots. Samples expressing RET at a ratio higher than 0.1 (dotted line) have 








• Supplementary Figure 3. RET fusion proteins cellular location
– Confocal analysis of RET fusion proteins. Immunofluorescence detection of RET protein 
in BaF/3 cells infected with MIE vector (left row), MIE-BCR-RET (middle row) and MIE-
FGFR1OP-RET (right row) retroviral vectors. Cells were incubated with either isotypic
control rabbit IgG (line A) or anti–RET rabbit IgG (lines B and zoomed in C). Scale bars 






















































• Supplementary Figure 4. RET fusion genes signaling
– Western-blot analysis of BaF/3 cell line transduced by retroviruses expressing EGFP, 
BCR-ABL1P210, BCR-RET or FGFR1OP-RET fusion genes in presence or absence of 






• Supplementary Figure 5. Lineage negative transduced cells 
morphology
– May-Grünwald-Giemsa staining of Lin- cells infected by MIE, MIE-BCR-RET, MIE-
FGFR1OP-RET or MIE-BCR-ABL1P210 retroviruses after plating 1 showing an increase 
of immature cells with discordant morphologic characteristics (basophilic cytoplasm and 














CP-690550 >10 μM >10 μM
CP-724714 >10 μM >10 μM
Dasatinib 730 390
EKB-569 >10 μM >10 μM
Erlotinib 1300 330
Flavopiridol >10 μM >10 μM
Gefitinib >10 μM >10 μM
GW-2580 >10 μM >10 μM
GW-786034 310 270
Imatinib >10 μM >10 μM
JNJ-7706621 1000 4200
Lapatinib >10 μM >10 μM
LY-333531 >10 μM >10 μM
MLN-518 >10 μM >10 μM
MLN-8054 >10 μM >10 μM
PI-103 >10 μM >10 μM
PKC-412 350 130
PTK-787 >10 μM 7600
Roscovotine/CYC-202 >10 μM >10 μM
SB-202190 >10 μM >10 μM
SB-203580 >10 μM >10 μM






VX-745 >10 μM >10 μM
ZD-6474 34 14
• Supplementary Table 1. RET wild-type and M901T mutant sensitivities 
to ITK
– Kd values for various inhibitors of TK activity, including Imatinib and Sorafenib, in nM
described by Karaman et al. for the RET wild-type and the RET point mutant M901T. Kd
values lower than 100nM are indicated in grey.
• Reference
– Karaman MW, Herrgard S, Treiber DK, Gallant P, Atteridge CE, Campbell BT, et al. A 
quantitative analysis of kinase inhibitor selectivity. Nat Biotechnol 2008; 26: 127-132.
































I/  REGULATION TRANSCRIPTIONNELLE DE PAX5 
A/ L’expression de Pax5 est indépendante des gènes adjacents 
Le gène Pax5 est borné en amont par le gène Melk et en aval par le gène Zcchc7.  
L’organisation génomique de ce cluster de gènes est extrêmement conservé inter-espèce. On 
la retrouve chez de nombreux mammifères tels que l’Homme, la souris, le chien, le chat, le 
poulet mais également chez le Zebrafish et le Xénope. Considérant la grande conservation de 
ce cluster, nous nous sommes demandés si l’expression de ces trois gènes était liée, s’ils 
partageaient des éléments de régulations ou s’ils étaient régulés indépendamment les uns des 
autres. 
Pour ce faire, nous avons quantifié les transcrits Pax5, MelK et Zcchc7 par RT-qPCR 
sur différentes lignées B murines (Ba/F3, 38B9, 18.81, A20, Wehi, 70Z3, Sp2/0) ainsi que sur 
plusieurs cellules issues de la moelle osseuse de souris (lymphocytes pro et pré-B, et 
macrophages). Nous avons montré que l’expression de Pax5 n’est pas corrélée avec 
l’expression des gènes adjacents : Melk et Zcchc7.  
L’expression des gènes étant dissociée il est fort peu probable qu’il partage des 
éléments régulateurs et donc nous avons limité notre recherche d’éléments régulateurs de 
Pax5 à une région génomique de 400 kb bornée par Melk et Zcchc7. 
B/ Recherche des différents éléments cis-régulateurs de Pax5 
1/ Notre stratégie 
Nous avons choisi de dresser le profil d’acétylation des histones H3 par 
immunoprécipitation de la chromatine dans cette région de 400 kb sachant que cette marque 
épigénétique est associée à la présence d’éléments de régulation. Brièvement un anticorps 
reconnaissant les histones H3 acétylées a été utilisé pour précipiter la chromatine issue de 
différentes cellules, après sonication, une qPCR avec des oligonucléotides choisis permet de 
« quantifier » l’acétylation au niveau de la région ciblée par ces oligonucléotides. Nous avons 
en première intention ciblé les 50 régions les plus conservées au cours de l’évolution dans le 
locus Pax5. En effet un élément régulateur comme une région codante subit une pression de 
sélection qui l’empêche de trop diverger au cours de l’évolution. Nous avons choisi comme  






























contrôle négatif la lignée Ba/F3 n’exprimant pas Pax5. L’acétylation des différentes lignées 
est ensuite comparée à celle observée pour Ba/F3. 
Nous avons pu mettre en évidence deux pic d’acétylation significatifs: le premier 
correspondant au promoteur 1A et le second correspondant au promoteur 1B. Les seules 
marques d’activité transcriptionnelle que nous avons détectées sont localisées exclusivement 
au niveau de la région promotrice de Pax5. 
Nous avons ensuite décidé de cartographier plus précisément cette région. Pour ce 
faire nous avons réalisé, toujours par ChIP, le profil d’acétylation des histones H3 au niveau 
de la région promotrice de Pax5 (de -16kb à +13kb) par intervalle de 1kb.  
Les lignées choisies sont des lignées B murines bloquées à différents stades de la 
différenciation (Ba/F3, 38B9, 18.81, A20, 70Z3, Sp2/0). Et surtout diffèrent par leur profil 
d’expression des deux isoformes majeures de Pax5 (Pax5a et b). Certaines n’exprimant 
aucune des deux isoformes, certaines les deux et d’autres encore l’un ou l’autre des isoformes. 
De façon intéressante, les profils d’acétylation des histones H3 au niveau de la région 
promotrice montrent que l’activité des promoteurs (détection d’acétylation) est parfaitement 
en adéquation avec l’expression des différentes isoformes de Pax5. 
2/ Identification d’un enhancer 
Pendant notre étude, l’équipe du Pr. Busslinger a publié l’identification d’un enhancer, 
spécifique des cellules B, situé dans l’intron 5 du gène Pax5 (Decker et al., 2009). Cette 
région génique, peu conservée entre espèces, ne faisait pas partie de notre profil. C’est 
pourquoi nous ne l’avons pas détecté.  
Suite à cette publication, nous avons décidé d’établir le profil d’acétylation des 
histones H3 par ChIP au niveau de l’intron 5 de Pax5 (de +32kb à +45kb) dans les mêmes 
lignées B. Nous souhaitions d’une part confirmer, dans nos conditions expérimentales, la 
présence d’un enhancer dans cette région et, d’autre part, vérifier si cet élément régulateur 
était actif dans toutes les lignées étudiées ou si son activité était corrélée à l’activité d’un des 
deux promoteurs (et donc à la présence d’une isoforme plutôt qu’une autre). 
 
 





Lignée pro/pré B murine Activité du Promoteur 1A Activité du Promoteur 1B Activité de l'enhancer
BAF3 NON NON NON
38B9 OUI OUI OUI
18.81 OUI OUI OUI
A20 OUI OUI OUI
70Z3 OUI NON NON
SP2/0 NON OUI OUI  
Figure 42 : Corrélation entre activité des différents promoteurs et activité de l’enhancer 
de Pax5  
(OUI = acétylation, actif ; NON = non acétylé, inactif) 
 
 
Figure 43 : Représentation schématique des différents vecteurs commerciaux exprimant 
la luciférase. 
Pour chacune des constructions les sites multiples de clonage sont indiqués, ainsi que les éléments 





Figure 44 : Représentation schématique des constructions utilisées lors des tests 
luciférase. 
Le promoteur 1A de Pax5 est représenté en rouge ; le promoteur 1B en orange ; l’enhancer de Pax5 
en violet et l’enhancer SV40 en gris. Le gène de la luciférase est indiqué en jaune. 
 
 




Le profil d’acétylation des histones H3 de l’intron 5 confirme la présence d’une 
potentielle région régulatrice active dans certaines lignées B. Cet élément semble actif dans 
les lignées B murines 18.81, 38B9, A20 et SP2/0 et inactif dans les lignées B murines Ba/F3 
et 70Z3. La comparaison entre les profils d’acétylation de la région promotrice et de la région 
enhancer suggère que l’activité de l’enhancer est couplée à l’activité du promoteur 1B 
(Figure 42). 
Il faut cependant noter que dans nos conditions expérimentales, le niveau d’acétylation 
des histones H3 au niveau de la région enhancer est extrêmement faible en comparaison avec 
le niveau d’acétylation des histones H3 au niveau de la région promotrice.  
C/ Test fonctionnel des différentes régions régulatrices de Pax5 
Après avoir identifié les régions régulatrices du gène Pax5, nous avons voulu 
déterminer l’influence de l’enhancer de Pax5 sur les promoteurs 1A et 1B. Modifie-t-il le 
fonctionnement des deux promoteurs ou agit-il de façon préférentielle sur un seul des deux ? 
 Pour répondre à ces questions nous avons décidé de cloner les différentes régions 
régulatrices de Pax5, précédemment identifiées, dans des vecteurs d’expression contenant un 
gène rapporteur, la luciférase Firefly. 
Pour cette étude nous disposions de 4 vecteurs d’expression de la luciférase Firefly : 
pGL3-control, pGL3-basic, pGL3-promoteur et pGL3-enhancer (Promega, Figure 43). 
Le vecteur pGL3-control contient le gène de la luciférase sous le contrôle d’un 
promoteur et d’un enhancer fort SV40 (contrôle positif), le vecteur pGL3-basic contient 
uniquement le gène de la luciférase sans région régulatrice (contrôle négatif), le vecteur 
pGL3-promoteur contient le gène de la luciférase sous le contrôle du promoteur fort SV40 
(contrôle positif) et le vecteur pGL3-enhancer contient un enhancer fort SV40 en aval du gène 
de la luciférase. 
Après amplification par PCR et vérification par séquençage, les régions de régulation 
de Pax5 ont été sous clonées dans les vecteurs adéquates. Ainsi le promoteur 1A ou le 
promoteur 1B a été inséré dans les vecteurs pGL3-basic et pGL3-enhancer. La région 
enhancer (en totalité ou la région minimale d’activité de 343pb décrite par Decker et al.) a été 
insérée dans les vecteurs pGL3-basic-promoteur1A, pGL3-basic-promoteur 1B (Figure 44). 












Figure 45 : Evaluation de l’activité des promoteurs 1A et 1B avec ou sans enhancer du 
gène Pax5 
Transfection des différentes constructions soit dans la lignée Ba /F3 en (A) soit dans la lignée A20 en 
(B). Activité de la luciférase Firefly a été normalisée à l'activité de la Renilla et est exprimée en 
valeurs moyennes par rapport à l'activité basale observée avec pGL3-basic (moyenne ± écart-type); la 
signification statistique de l'activité luciférase normalisée a été évaluée par le test U de Mann-Whitney 











Les différentes constructions ainsi que les vecteurs « contrôle » ont été co-transfectés 
avec un vecteur contrôlant la transfection et codant la luciférase de Renilla (pRL-CMV Vector) 
dans les lignées A20 et Ba/F3. L’activité luciférase Firefly a été normalisée par l’activité du 
vecteur normalisateur Renilla puis la comparaison des données a été réalisée par un test 
statistique non paramétrique de rang de Mann-Whitney (Figure 45). 
Dans nos conditions expérimentales et dans les cellules que nous avons utilisées, nous 
n’avons pas détecté de différence significative entre l’activité du promoteur 1A et celle du 
promoteur 1B, et ceci en présence ou en absence de l’enhancer (région minimale de 343pb ou 
région complète de 5kb).  
Ces résultats sont en accord avec l’étude réalisée par Fujita T et Fujii H en 2011 sur la 
lignée cellulaire de lymphocytes B matures DT40. Dans cette étude, les auteurs ont analysé la 
région 5’ du gène Pax5 chez le poulet (cPax5). Ils ont montré que le gène cPax5 a deux 
premiers exons: l'exon 1A contenant de longues répétitions AG, tandis que l'exon 1B a un 
contenu en GC élevé. Les exons 1A et 1B ont un et trois sites majeurs de démarrage de la 
transcription, respectivement. Une analyse en RT-PCR semi quantitative a révélé que des 
quantités comparables d’ARNm sont transcrits à partir de l’exon 1A et 1B. Le clonage des 
différentes régions promotrices (1A ou 1B) contrôlant l’expression de la GFP a permis de 
démontrer que l’activité promotrice de ces deux promoteurs était identique. Cependant aucune 









































II/ ROLE DES DEUX ISOFORMES DE PAX5 SUR LA 
DIFFERENCIATION B 
Les deux isoformes, Pax5A et Pax5B, différent uniquement par leur séquence amino-
terminale codée par l’exon1. Cette séquence protéique ne contient aucun motif connu. Les 
deux isoformes diffèrent par leur patron d’expression tissulaire et semble être 
compartimentalisé. Pax5A (ou BSAP) est exclusivement retrouvée dans les cellules 
lymphoïdes B alors que Pax5B est retrouvée essentiellement dans le cerveau et les testicules. 
Il semble donc qu’il y est une régulation active de l’expression de ces isoformes. Nous nous 
sommes alors demandé si ces isoformes étaient interchangeables, notamment au cours de la 
différenciation B. 
Nous avons montré que les deux promoteurs régulant l’expression de ces deux 
isoformes sont actifs dans les cellules B. Cependant les cellules B expriment en très grande 
majorité l’isoforme A. En effet nous avons analysé le taux d’ARNm de chacune des isoformes 
dans différentes lignées B murines correspondantes aux différents stades de la différenciation 
B (cellules B précoces, cellules B matures au repos, cellules B activées et plasmocytes). Les 
résultats montrent que la transcription de l’isoforme A est majoritaire à tous les stades de la 
différenciation B et que l’expression de A et de B diminue conjointement dans les 
plasmocytes. En revanche dans les cellules B activées seule l’isoforme Pax5A est retrouvée.  
Afin de définir si Pax5B pouvait remplacer Pax5A lors de la différenciation B nous 
avons décidé de complémenter le défaut en Pax5 des cellules pro-B Pax5-/- par l’une ou 
l’autre des deux isoformes. Les cellules Pax5-/- que nous avons utilisé sont issues de foie 
fœtaux de souris Pax5-/- (données par M. Busslinger) et ce pour plusieurs raisons : 
- L’invalidation effectuée dans ces souris invalide les deux isoformes puisque une cassette de 
sélection remplace l’exon 2 commun aux deux isoformes.  
- Les souris Pax5-/- meurent en période périnatale, récupérer le foie fœtal nous permettait 
d’homogénéiser les résultats entre les différents embryons et de pouvoir congeler les cellules 
ainsi prélevées (les cellules embryonnaires se conservent mieux congelées par rapport aux 
cellules de moelle osseuse). 
 
 































Les cellules pro-B ont été cultivée ex vivo sur cellules stromales OP9 en présence 
d’IL7. Ces cellules ont ensuite été transduites par un rétrovirus afin d’obtenir une expression 
stable de Pax5A ou Pax5B. Après quelques jours permettant l’expression des deux isoformes, 
nous avons réalisé un test de différenciation en comparant les cellules en présence ou en 
absence d’IL7.  
Notre modèle d’étude tend à se rapprocher de la physiologie. En effet, la plupart des 
travaux réalisés sur les isoformes et les mutants de Pax5 ont été mené sur des lignées 
cellulaires soit non B, par exemple de type HEK ( pour Human Embryonic Kidney) 
(Robichaud et al., 2008), des lignées cellulaires immortalisées (Bousquet et al., 2007; Lowen 
et al., 2001), des lignées lymphoïdes B (Familiades et al., 2009; Mullighan et al., 2007) ou T 
(Robichaud et al., 2004). 
La survie des cellules pro-B Pax5-/- est totalement dépendante de l’IL7 et son retrait du 
milieu de culture induit leur mort (Milne et al., 2004). L’infection par un vecteur rétroviral 
exprimant la GFP ne modifie pas cette dépendance (chute des cellules GFP+ en absence 
d’IL7). La complémentation des cellules pro-B Pax5-/- par l’un des deux isoformes de Pax5 
permet la survie indépendamment de la présence ou de l’absence d’IL7. Dans notre étude, 
l’analyse en cytométrie en flux, a permis de mettre en évidence que l’expression ectopique 
des deux isoformes restaure de façon similaire l’expression de Cd19, cible canonique de 
Pax5A (Kozmik et al., 1992). D’autre part, les cellules complémentées par Pax5B sont tout 
aussi capables que les cellules complémentées par Pax5A de surpasser le blocage observé 
dans les cellules Pax5-/-. Ceci montre que Pax5B est tout aussi efficace pour réguler les 
molécules cruciales au bon déroulement de la différenciation B que Pax5A.  
Nous avons cependant noté certaines différences en particulier les cellules infectées 
par Pax5B ont une croissance cellulaire accrue par rapport à celles infectées par Pax5A 
(croissance identique aux cellules Pax5-/- infectées par un vecteur contenant seulement le gène 
de la GFP). Il nous faudra maintenant déterminer si cette augmentation de la croissance 
cellulaire résulte d’une augmentation de la prolifération ou d’une réduction de l’apoptose ou 
les deux. Toutefois, ces observations sont en accord avec la seule étude fonctionnelle 
décrivant l’isoforme Pax5B. Dans cette étude, les auteurs ont modifié un ribozyme dérivant 
du virus de l’hépatite Delta (Asif-Ullah et al., 2007) dans le but qu’il reconnaisse et clive 
spécifiquement l’ARNm de Pax5B. Ainsi, ils montrent que l’inactivation totale de Pax5B 
dans des REH (lignée humaine de LAL-B) augmente l’apoptose des cellules B et que la survie  































de ces cellules dépendant de l’expression minimale de Pax5B. De plus, l’inhibition de Pax5B 
induit un arrêt de la prolifération combiné à une initiation des cascades de signalisation 
apoptotique (caspase 3/7). Il est conclu que Pax5B présente un effet antiapoptotique 
(Robichaud et al., 2008). Nos résultats montrant un avantage de croissance des cellules 
exprimant Pax5B sont donc cohérents avec son effet antiapoptotique. 
Nous avons également, en collaboration avec le groupe du Pr. Michel Cogné 
(Université de Limoges), étudié les isoformes de Pax5 dans le contexte de différenciation B 
tardive. Nous avons observé que le rapport Pax5A/Pax5B est lié à l’état d’activation de la 
cellule B, il diminue après activation (comparé à des cellules B au repos) et augmente au stade 
plasmoblaste (ou Pax5B est quasiment non détectable). De plus, leur capacité de liaison à 
CD19 semble également varier, comme montré par un test luciférase utilisant le plasmide 
contenant le gène de la luciférase sous la dépendance transcriptionnelle du promoteur de 
CD19 (CD19-Luc). En effet dans ce test, Pax5B transactive CD19 de façon moins efficace 
que Pax5A dans des cellules non lymphoïdes mais ne transactive plus du tout CD19 en 
condition plasmocytaire suggérant une modification de son affinité en fonction du contexte 
cellulaire. 
D’autre part, des études ont suggéré que Pax5 serait capable d’influencer négativement 
la région régulatrice située en 3’ du locus IgH (3’RR pour 3’ regulatory region) (Andersson et 
al., 1996; Linderson et al., 2001; Singh and Birshtein, 1993). Cette région composée de 4 
activateurs transcriptionnels (Hs3a-Hs1,2-Hs3b-Hs4) permet d’activer, à distance, la 
transcription de multiples promoteurs au sein du locus IgH. Par immunoprécipitation de la 
chromatine, nous avons montré que Pax5 était capable de fixer les activateurs Hs1,2 et Hs4 au 
sein de la 3’RR. De plus, il a été montré que la production élevée des Ig dans les plasmocytes 
semblait corrélée à une activité maximale de la 3’RR (Vincent-Fabert et al., 2010). Une 
diminution de Pax5 dans les cellules plasmocytaires pourrait notamment permettre de 
renforcer l’activité de la 3’RR. Pour tester cette hypothèse, nous avons analysé les effets de 
Pax5A et de Pax5B à l’aide de système rapporteur de l’activité de la 3’RR (pVH-Luciférase-
3’RR). Cette étude montre que, dans une lignée plasmocytaire, l’ajout des deux isoformes de 
PAX5 n’a pas d’effet sur l’activité de la 3’RR. Bien qu’intimement liée au développement 
plasmocytaire, la diminution de Pax5 ne semble pas influencer l’activité de la 3’RR. 
 
 
































Pour aller plus loin dans ce travail, nous souhaiterions déterminer les cibles directes 
spécifiques de Pax5A et de Pax5B. Pour cela nous envisageons de complémenter les cellules 
Pax5
-/- avec des formes étiquetées (Tag HA) de Pax5A ou Pax5B. Ainsi, après 
immunoprécipitation de la chromatine avec un anticorps anti-HA, nous pourrons séquencer 
tous les fragments d’ADN immunoprécipité et en croisant ces données avec une étude in 
silico de recherche de site de fixation, déterminer les cibles de chacune des deux isoformes.  
Nous envisageons également de déterminer l’impact de la modification d’expression 
d’une des deux isoformes sur le développement B in vivo par la mise en place de modèles 
murins génétiquement modifiés. Plusieurs modèles ne répondant pas à la même question sont 
envisagés. 
1/ La recombinaison homologue 
 Le premier modèle consiste à engendrer des souris invalidées dans lequel un des deux 
promoteurs sera supprimé pour éliminer spécifiquement l’un ou l’autre des deux isoformes  
 Le deuxième modèle consiste à engendrer des souris invalidées dans lesquelles les 
deux promoteurs seront inversés. Ce système permettra de mettre l’exon 1B sous le contrôle 
du promoteur 1A et l’exon 1A sous le contrôle du promoteur 1B et d’inverser les proportions 
relatives des deux isoformes. 
Le troisième modèle consiste à engendrer des souris invalidées dans lesquelles la 
région enhancer B-spécifique sera supprimée. Ceci permettra de déterminer l’influence de son 
absence sur la différenciation B, mais également sur l’expression des deux isoformes. 
2/ La transgénèse 
Afin de dresser de dresser in vivo la cartographie détaillée des territoires d’expression 
des deux isoformes, nous pourrions engendrer des souris contenant un transgène constitué du 
promoteur 1A dirigeant l’expression de la GFP (verte) et du promoteur 1B dirigeant 
l’expression d’un autre marqueur comme la redTomato (rouge) avec ou sans la présence de 
l’élément enhancer B-spécifique. 
 
 






















III/ CARACTERISATION DES SOURIS KNOCK-IN PAX5-ELN 
Notre étude montre que la présence de la translocation PAX5-ELN est, à elle seule, 
suffisante pour reproduire un phénotype leucémique in vivo chez la souris. En effet, nous 
avons montré en modèle murin KI PAX5-ELN /+ que les cellules pro-B s’accumulaient 
dans la moelle osseuse et avaient une moins bonne capacité à différencier « ex vivo » et que 
ces cellules présentées un blocage de la différenciation B à un stade précoce. De plus une 
proportion importante des souris âgées de 3 à 6 mois meurt en développant des signes 
cliniques compatibles avec une LAL-B. 
Ces résultats sont en accord avec une autre étude « ex vivo » réalisée au sein de notre 
laboratoire. Dans cette étude des cellules pro-B sauvages infectées par la translocation PAX5-
ELN présentent un blocage précoce de la différenciation B (Puissegur et al., 2012). 
Notre système est l’un des rares à modéliser in vivo une translocation génétique 
impliquée dans les LAL-B suffisante à la mise en place de la pathologie. En effet la 
translocation TEL-AML1, anomalie la plus fréquente dans les LAL-B pédiatriques et 
exclusivement associée au LAL-B, a été générée en modèle murin. Les souris TEL-AML1 
développent peu de LAL (2/9 dont une LAL-T et une LAL-B) avec un délai de latence élevé 
compris entre 3 et 6 mois (Bernardin et al., 2002). L’analyse de la lymphopoïèse B de ces 
souris, révèle une augmentation des cellules B précoces associée à un déficit de la 
différenciation B (Tsuzuki et al., 2004). Ces analyses démontrent que la fusion TEL-AML1 
est nécessaire mais pas suffisante à la mise en place de phénotype leucémique. Effectivement, 
chez les patients cette translocation est souvent associée à un deuxième évènement 
oncogénique. Ainsi pour être plus en accord avec la pathologie humaine, Van der Weyden et 
al. ont développé un modèle de souris qui coexprime la fusion TEL-AML1 et la transposase 
Sleeping Beauty (SB) au sein du locus endogène de TEL. Le croisement de ces souris avec 
des souris porteuses du transposon SB engendre des mutations d’insertion aléatoires au sein 
du génome de la descendance. Ainsi chaque progéniture exprime en plus de la fusion TEL-
AML1 un second événement mutationnel. Contrairement aux modèles précédents, une 
proportion importante (20%) de la progéniture a développé une LAL-B. De plus, l’isolation 
des sites d'insertion du transposon a permis d’identifier des gènes connus pour être associés au 
LAL-B, mais également de découvrir de nouveaux candidats. Ce modèle fournit des 
indications importantes sur les altérations génétiques coopérant avec TEL-AML1 dans la mise 
en place du phénotype leucémique (van der Weyden et al., 2011). 































 Dans des modèles de souris transgèniques toutes les cellules B sont porteuses de cette 
translocation et ceci dès les stades précoces de la différenciation. Or chez l’Homme, cette 
mutation apparait dans une cellule unique, échappant ainsi au processus immunitaire normal, 
avant l’expansion du clone leucémique. De plus, la latence équivalente de l’apparition des 
signes cliniques entre les souris PAX5-ELN /+ et les souris TEL-AML1 et la faible 
pénétrance du phénotype nous permet de supposer que des évènements additionnels sont 
également nécessaires. L’approche expérimentale développée par Van der Weyden et al. est 
transposable à notre thématique dans une optique de recherche des altérations géniques 
secondaires concomitante à la fusion PAX5-ELN.  
 
PERSPECTIVES : 
Dans l’optique de réduire la variabilité génétique entre les individus analysée et avant 
d’obtenir un fond génétique homogène (rétrocroisements), nous envisageons de réitérer nos 
expériences en utilisant comme contrôle les individus sauvages issus d’une même portée que 
les individus hétérozygotes pour PAX5-ELN.  
Dans notre modèle les signes cliniques visibles apparaissent entre 3 et 6 mois, or les 
souris que nous avons analysées étaient âgées de 8 mois et ne présentaient aucun signe 
pathologique. Nous souhaitons donc déterminer précisément la fenêtre de déclenchement de 
la maladie. Pour cela nous allons réaliser en cinétique des dosages hématologiques. Ainsi la 
numération sanguine nous permettra de suivre en temps réel l’évolution du nombre de 
lymphocytes dans ces souris. 
Nous allons également analyser les cellules d’une moelle de souris présentant des 


















IV/ LES GENES DE FUSION DE RET SONT ASSOCIES AU LMMC ET 
FAVORISENT LA DIFFERENCIATION MONOCYTAIRE 
Notre étude a été la première à décrire l’implication de la tyrosine kinase RET dans les 
hémopathies malignes. Nous avons, en effet, identifié et caractérisé deux nouveaux gènes de 
fusion BCT-RET et FGFR1OP-RET, générés respectivement par les translocations 
t(10;22)(q11;q11) et t(6;10)(q27;q11), chez deux patients atteints de LMMC. 
Ces évènements ont des conséquences moléculaires similaires : la fusion du domaine 
tyrosine kinase de RET avec les domaines de dimérisation des partenaires. Le gène RET est 
localisé sur le chromosome 10 en position q11. La présence de la translocation t(6 ; 10) (q27 ; 
q11) a été rapporté dans une étude réalisée en 2001 chez un homme de 41 ans souffrant d’une 
LMMC atypique associée à une myélofibrose (évolution rapide en LAM de type M5) (Cox et 
al., 2001). Deux autres études ont également mis en évidence l’implication de la bande 
chromosomique 10q11 dans plusieurs cas de LAM (Ackland et al., 1987; Cuneo et al., 1993). 
Tout ceci suggère que des aberrations de RET sont des évènements rares mais récurrents dans 
les LMMC. 
Dans notre étude, nous avons tout d’abord évalué l’expression de RET par qPCR dans 
une cohorte de patients atteints de LAM et de LMMC. Chez les patients surexprimant RET, 
soit 6 patients atteints de LAM et 7 patients atteints de LMMC, nous avons recherché par 
séquençage, la présence de mutation ponctuelle au niveau du domaine tyrosine kinase de 
RET. Aucune mutation ponctuelle n’a été détectée. Ces résultats vont dans le même sens que 
les travaux réalisés en 1997 par Visser et al.. En effet, les auteurs, après avoir analysé les 
altérations de RET chez 17 patients atteints de LAM par Southern blot, n’avaient identifié 
aucune mutation de RET (Visser et al., 1997). 
Les deux gènes de fusion de RET, que nous avons décrit, fusionnent en 3’ l’exon 12 
de RET avec l’exon 4 de BCR ou l’exon 12 de FGFR1OP en 5’. La partie 5’ de ces fusions 
codent des domaines de dimérisation de la même manière que tous les partenaires de fusion 
de RET déjà retrouvés dans les cancers papillaires de la thyroide, dans les cancers du poumon 
ou dans les cancers colorectaux tels que PTC1 [CCDC6], PTC3 [NCOA4], PTC5 [GOLGA5], 
PTC6 [TRIM24], PTC7 [TRIM33], PTC8 [KTN1], PCM1, ELKS and KIF5B (Lipson et al., 
2012; Santoro et al., 2006). Tous les gènes de fusion de RET identifiés à ce jour contiennent 
donc l’ensemble du domaine tyrosine kinase de RET mais ont perdu son NLS, son domaine  






























extracellulaire de fixation du ligand et son domaine juxta-membranaire intracellulaire. Ce 
dernier domaine régule négativement la signalisation de RET (Melillo et al., 2004). Les 
domaines BCR et FGFR1OP conservés dans ces fusions ont des propriétés de dimérisation 
(Popovici et al., 1999; Tauchi et al., 1997). Par conséquent, l’activité oncogénique des 
protéines de fusion de RET pourraient résulter de la combinaison entre une activation 
constitutive suite à la dimérisation, une expression plus élevée et la perte des éléments 
régulateurs négatifs. 
Pour évaluer l’oncogénicité de BCR-RET et de FGFR1OP-RET, nous avons effectué 
un test de transformation de la lignée cellulaire Ba/F3. Cette lignée a la particularité d’être 
dépendante à l’IL3. De façon similaire à la translocation BCR-ABL1, nos deux fusions 
confèrent l’indépendance à l’IL3 à ces cellules. De plus, nous avons montré que ces deux 
fusions biaisent la différenciation des cellules lignages négatives correspondant aux 
progéniteurs hématopoïétiques vers le lignage monocytaire. Cependant lors des tests de 
réensemencement en série, les cellules transduites par BCR-RET et FGFR1OP-RET ont été 
incapable de proliférer à l’inverse de celles infectées par BCR-ABL1 (Huntly et al., 2004). 
Ces résultats suggèrent que les fusions de RET sont capables de transformer des progéniteurs 
déjà engagés dans la différenciation myélomonocytaire. Ces différences peuvent expliquer le 
fait que ces fusions soient retrouvées dans des pathologies différentes. 
Physiologiquement, RET est exprimé par les granulocytes, les monocytes et les 
macrophages (Gattei et al., 1997). Il est également exprimé dans les CMML et dans les LAM 
comme l’indique Gattei et al. et comme le confirme notre étude. En revanche son expression 
est absente ou faible dans les autres lignées hématopoïétiques tels que les progéniteurs 
CD34+, les éosinophiles ou encore les lymphocytes B et T (Gattei et al., 1997). 
Nous avons démontré que les protéines de fusion de RET activent la phosphorylation 
de ERK, STAT3 et AKT. Il est connu que la protéine normale de RET active ERK et AKT 
via la phosphorylation du résidu tyrosine 1062 et par conséquence entraine l’activation de la 
voie de signalisation de RAS (Hayashi et al., 2000; van Weering et al., 1995). La 
phosphorylation de la tyrosine 705 de STAT3 et donc son activation a également été associé 
aux fusions de RET retrouvées dans les carcinomes de la thyroïde. Et il a été montré que cette 
phosphorylation n’était pas due aux tyrosines kinases JAK (Hwang et al., 2003). 
 































Ces travaux ont également eu un impact direct sur la prise en charge thérapeutique des 
patients. En effet, la mise en évidence de ces translocations impliquant RET a permis 
l’adaptation du traitement qui leur a été délivré. Le premier patient, un nourrisson de 3 mois, a 
pu bénéficier rapidement d’une greffe de moelle osseuse lui permettant à ce jour d’être en 
rémission complète. Le deuxième patient, un homme âgé de 69 ans, en échec d’une première 
ligne de chimiothérapie (Imatinib (Glivec)), a pu, quant à lui, bénéficier d’un traitement de 
rattrapage ciblant spécifiquement la fonction tyrosine kinase de RET (Sorafenib (Nexavar)). 
Ceci lui a permis d’être en rémission hématologique et clinique, toutefois aucune réponse 
caryotypique ou moléculaire n’a été observée. Ceci signifie que le patient ne présente plus de 
signes cliniques pathologiques mais que son caryotype reste anormal. La présence de la 
translocation indiquant que le clone leucémique n’a pas été éradiqué. Notre étude a ainsi pu 
montrer que le Sorafenib a un effet direct sur les protéines de fusion de RET survenant dans 
les LMMC. L’effet du Sorafenib sur les fusions de RET, notamment sur PTC3-RET, avait 
déjà été mis en évidence avec une IC50 de 47nM (Carlomagno et al., 2006). De plus, les 
effets cliniques du Sorafenib avaient été démontrés lors d’un essai clinique de phase II sur des 
patients, à un stade avancé de carcinomes médullaires de la thyroide, ayant reçu 400 mg de 
Sorafenib par voie orale deux fois par jour. Sur les 16 patients de l’étude présentant des 
mutations sporadiques de RET, un a présenté une réponse partielle, un n’a pu être évalué et 14 
sont restés dans un état stable (Lam et al., 2010). 
En conclusion, la LMMC est une hémopathie maligne associée à l’activation fréquente 
de la voie de signalisation RAS, retrouvée mutée dans 30% des cas de LMMC (Kohlmann et 
al., 2010). Les fusions de RET décrites dans notre étude semblent mimer de façon constitutive 
les mutations de la voie de signalisation RAS (Dorrell et al., 2004; Hibi et al., 1993). De plus, 
l’impact de ces fusions sur la lignée monocytaire met en doute le rôle physiologique de 
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Mice with virtually all T cells expressing a single T cell receptor (TCR) on their surface have been
instrumental in understanding the development of immature thymocytes. For many years, such
an engineering has been achieved essentially by inserting rearranged TCR α and β chain coding
sequences into the genome through co-microinjection into fertilized eggs (TCR transgenesis).
More recently, a novel methodology relying on the reconstitution of T cell deficient hosts with
retrovirally-transduced multipotent bone marrow cells has been developed. Hence, TCR
retrogenesis allows for the in vivo study of given TCR specificities in a faster and less expensive
manner. While initial procedures were taking advantage of 5-Fluorouracil (5-FU) treatment of
RAG-deficient or SCID donor mice as source of haematopoietic stem cells, we used bone marrow
cell suspensions enriched in lineage antigen-negative (Lin−) cells from untreated donors for TCR
retrogenesis. In contrast to cells from 5-FU-treated donors, transduced Lin− cells consistently
generated a sizable retrogenic pool of thymocytes and required less donor mice. In such
retrogenic mice, immature thymocytes bearing a major histocompatibility complex (MHC) class
II-restricted TCR differentiated into the expected CD4 mature T cell lineage and populated the
peripheral lymphoid organs where they retained the capacity to react to their cognate ligand.
Lin− cell-enriched BM cells represent therefore, a reliable alternative to 5-FU treatment for
retroviral transduction of haematopoietic stem cells and TCR retrogenic derivation.






Alpha/beta (αβ) TCRs are T cell surface receptors encoded by
rearranged genes of the TCR α/β chain loci. Such a combination
allows for the recognition of antigenic peptides presented by
molecules of the major histocompatibility complex (MHC).
While the TCR of CD8+ αβ T cells reacts to peptides bound to
MHC class I molecules, the TCR of CD4+αβ T cells usually reacts
to peptides presented by MHC class II molecules. TCR
retrogenesis refers to the expression of TCR α and β chain
cDNAs inserted in a multi-cistronic retroviral vector by taking
advantage of retrovirus-mediated gene transfer into cultured
haematopoietic stem cells prior to reconstitution of irradiated
hosts (Arnold et al., 2004; Holst et al., 2006a,b; Yang et al., 2002).
Due to time saving in generation and immediate access to the
appropriate genetic background, TCR retrogenesis represents a
truly advantageous alternative to TCR transgenesis when one
wishes to examine the developmental features of thymocytes,
particularly when a large number of TCR specificities are of
interest. For instance, it can help to determine the features of
Journal of Immunological Methods 384 (2012) 103–110
⁎ Corresponding authors at: Centre de Physiopathologie de Toulouse-Purpan,
INSERMU1043, CHUPurpan, BP 3028, 31024Toulouse Cedex 3, France. Tel.:+33
5 62 74 83 76; fax: +33 5 62 74 45 58.
E-mail addresses: christophe.viret@inserm.fr (C. Viret),
sylvie.guerder@inserm.fr (S. Guerder).
0022-1759/$ – see front matter © 2012 Elsevier B.V. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.jim.2012.07.014
Contents lists available at SciVerse ScienceDirect
Journal of Immunological Methods
j ourna l homepage: www.e lsev ie r .com/ locate / j im
intrathymic positive selection, the magnitude of negative
selection of immature thymocytes bearing a given TCR, the
details of the selection of non-conventional T cells or the
behavior of autoreactive T cells within tissues (Burton et al.,
2010; Holst et al., 2006b; Lennon et al., 2009; Mallevaey et al.,
2009; Scott-Browne et al., 2009). TCR retrogenesis presents
however, some limitations among which are the frequent
occurrence of a «memory-like» phenotype among peripheral
retrogenic T cells, themoderate TCR expression level onmature
T cells, the limited number of retrogenic T cells in peripheral
lymphoid organs and the fact that retrogenic mice are not
self-perpetuating (Holst et al., 2006b).
In most procedures described for the generation of TCR
retrogenic mice, the bone marrow cells used for transduction
were enriched in hematopoietic stem cells by treating donor
mice with 5-Fluorouracil (5-FU) at 0.15 to 0.25 mg/g of body
weight for few days (Holst et al., 2006a,b; Scott-Browne et al.,
2009; Yang et al., 2002). 5-FU is a fluorinated analog of uracil.
Upon its conversion to 5-fluoro-deoxyuridinemonophosphate,
5-FU becomes cytotoxic due to its irreversible inhibitory effect
on DNA synthesis (Longley et al., 2003). After intra-peritoneal
injection, 5-FU causes the disappearance of dividing
haematopoietic cells in few days (Radley and Scurfield, 1979).
Thus, 5-FU treatment eliminates most proliferating cells that
include multi-potential progenitors and lineage-committed
progenitors while sparing undifferentiated hematopoietic
precursor cells that are not entering the S phase (Van Zant,
1984). Consequently, 5-FU treatment leads to an increase in the
proportion of lineage negative (Lin−) Sca-1+ cells (Spain and
Mulligan, 1992) that include self-renewing stem cells (Bryder
et al., 2006). However, following 5-FU treatment, low numbers
of bone marrow cells are usually recovered. Consequently,
large numbers of donor mice are needed in order to ensure a
sufficient supply of haematopoietic stem cells for culture and
transduction.
In this study, we sought to determine whether hematopoi-
etic stem cells suitable for retrovirus-mediated gene transfer
could be isolated differently. We report indeed that bone-
marrow cells freshly isolated from unmanipulated donors and
enriched in lineage-negative (Lin−) cells represent appropriate
target cells for retroviral transduction aiming at the in vivo
reconstitution of thymic lineages. Of interest was the fact that,
by using Lin− cells, we were able to use half as many donor
mice relative to the 5-FU-based procedure. TCR retrogenic
immature thymocytes obtained with this approach differenti-
atedwithin the appropriate T cell lineage, populated peripheral
lymphoid organs and were responsive to their cognate ligand
in vitro.
2. Materials and methods
2.1. Mice
NOD (NOD/ShiLtJ), Rag-1−/− NOD (NOD.129 S7(B6)-
Rag-1tm1Mom/J), TCR Cα−/− NOD (NOD.129.P2(C)-Tcratm1Mjo/
DoiJ) mice were purchased from the Charles Rivers Laboratories
(l'Arbresles, France).Miceweremaintained under pathogen-free
conditions. All experiments involving animalswere performed in
accordancewith national and European regulations and INSERM
institutional guidelines and mouse experimental protocols were
approved by the local ethics committee of Midi-Pyrénée,
Toulouse, France.
2.2. Antibodies and flow cytometry
Cells were stained with a combination of FITC-, PE-,
Allophycocyanin-, and PerCP-Cy5.5-conjugated antibodies
(Abs). The anti-CD4 (clone RM4-5), CD8α (53–6.7), CD117/
c-Kit (ACK2) were obtained from eBioscience. The anti-
TCRCβ Ab (H57-597), CD44 (IM7) and CD62L (Mel14) were
from BD Biosciences. Stained cells were acquired on a
FACSCalibur cytometer (Becton Dickinson) and data were
analyzed using the FlowJo software (Tristar). Events were
collected within a lymphoid gate based on forward- (FSC)
and side-scatter (SSC) profiles.
2.3. Production of retrovirus-containing culture supernatants
The 293T cell-based Phoenix Eco packaging line (Orbigen)
was used for retroviral particles production. Cells harvested
from a 60 to 70% confluent culture were plated at 1.5–2×106/
60 mm Petri dishes in 5 ml of DMEM-glutaMax-1 (4.5 g/L
glucose) media supplemented with 10% FCS, penicillin–
streptomycin, HEPES (10 mM), sodium pyruvate (1 mM)
and beta-mercaptoethanol (50 μM). The next day (day 1),
the cells were transfected at 37 °C in the absence of
antibiotics with a mouse stem cell virus (MSCV)-based
retroviral construct encoding the PA21.14H4 TCR α and β
chain cDNAs along with an internal ribosome entry site
(IRES)-green fluorescent protein (GFP) cassette (Holst et al.,
2006b) using Lipofectamine 2000 and Opti-MEM I reagents
(Invitrogen) according to the manufacturer instructions. On
day 2, the cells were treated with sodium butyrate for 6 h,
the media was then renewed and the cells were incubated at
32 °C for particles production. On day 3, the supernatant was
harvested, centrifugated and filtered on 0.45 μm acetate
cellulose filter prior to immediate use for spin-infection
(see below). Warm fresh media was added to cells and
another harvest was performed at day 4. The efficiency of
transfection was estimated on day 4 by analysing GFP
fluorescence signal on a flow cytometer. Occasionally, the
Platinum-E (Plat-E) packaging line (Morita et al., 2000) was
used and produced comparable results (not shown).
2.4. Bone marrow cell culture and transduction
RAG deficient NOD bone marrow cells were recovered
from femur and tibia from 6 to 12 weeks old RAG deficient
NOD mice (31.8×106±4.7 bone marrow cells per donor
(mean±SD, n=12).). Usually, one donor mouse allowed the
reconstitution of two recipient mice. After red cell lysis using
tris-buffered ammonium chloride, cells were enriched in
lineage antigen-negative (Lin−) cells using the mouse Lineage
Cell Depletion kit and LS/MS MACS columns (Miltenyi Biotec)
according to the manufacturer instructions. Lin− bone marrow
cells were then cultured at 0.5×106/ml/well in 24 well plate in
StemSpan serum-free expansion medium (STEMCELL technol-
ogies) supplemented with 10% FCS and recombinant murine
cytokines: interleukin(IL)-3 (10 ng/ml), IL-6 (20 ng/ml)
and stem cell factor (SCF) (40 ng/ml) (PeproTech). The
next day (day 1), the media was replaced with filtered, fresh
104 C. Viret et al. / Journal of Immunological Methods 384 (2012) 103–110
retrovirus-containing supernatant supplementedwith 20 μg/ml
polybrene (Hexadimethrine bromide, Sigma) and cytokines, as
indicated above, prior to centrifugation during two h at 1800 G
at 32 °C. After one more hour of incubation at 32 °C in a 5% CO2
incubator, the supernatant was replaced with complete fresh
StemSpan media. Another transduction was performed on day
2. On day 3, non-adherent cells were harvested, numerated,
analyzed for GFP fluorescence signal on a flow cytometer and
infused to irradiated host mice.
2.5. Reconstitution of host mice
TCR retrogenic mice were generated by reconstitution of
8–12 weeks old TCR Cα−/− NOD mice with sex-matched,
retrovirally transduced Lin− BM-cells. Anesthetized recipients
were intravenously injected through the retroorbital sinus
with 1–1.5×106 cells in 200 μl DMEM media 12–18 h after
irradiation (9.5 Gy). Transplanted mice were housed with
antibiotics in their drinking water for two weeks and were
analyzed 5 to 10 weeks after reconstitution.
2.6. Functional assay
Spleen and lymph node cell suspensions were enriched in
CD4 T cells through two rounds of negative selection by using
either anti-CD8α (H58.55.8), anti-FcγRb (2.4 G2), anti-CD11b
(M1/70) and anti-B220 (RA3-6B2) mAbs and anti-rat IgG-
coated magnetic beads (Dynabeads, Invitrogen). For polyclonal
activation, 2–4×104 purified CD4 T cells were stimulated with
1 μg/ml of anti-CD3 and anti-CD28 Abs along with 106
irradiated (20 Gy) NOD splenocytes. For antigen responses,
4×105 purified CD4 T cells were stimulated in the presence of
the appropriate (native HEL, HEL12–27) or irrelevant antigen
along with 106 irradiated (20 Gy) NOD splenocytes. After
3–4 days the cultures were pulsed with 1 μCi/well of 3H-
thymidine (Amersham) during 18 h and collected on a cell
harvester prior to β counting.
2.7. 5-FU treatment of donor mice
In experiments involving 5-FU, donor mice were injected
intraperitoneally with 0.15 mg 5-Fluorouracil (Sigma)/g of
body weight in phosphate buffered saline (PBS). The femur
and tibia of treated mice were harvested 48 h later for bone
marrow cell isolation.
2.8. Statistical analysis
Unpaired Student-T tests were used for analysis. Two-
tailed p values are shown.
CD117/cKitFSC
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Fig. 1. Enrichment in lineage markers-negative (Lin−) bone marrow cells. Flow cytometry-coupled immuno-fluorescence analysis of fresh RAG deficient NOD
bone marrow cells enriched in lineage marker negative hematopoietic cells. Two rounds of enrichment were performed. FACS data shown are for anti-CD117/
c-Kit staining. Top panels: unmanipulated cells. Bottom panels: fraction after two rounds of enrichment. The shaded histogram represents unmanipulated bone
marrow cells incubated with buffer only. The values represent the percentage of positive cells. The depicted preparation contained 75% of CD117hi cells. Overall,
the enrichment level ranged from 58 to 75% (66±5,4; mean±SD, n=9).
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3. Results and discussion
3.1. Enrichment in lineage markers-negative (Lin−) bone
marrow cells
We took advantage of recombination activating gene
(RAG)-deficient mice as source of hematopoietic stem cells to
ensure that no rearranged TCR chains of endogenous origin will
be expressed in reconstituted mice. RAG deficient NOD bone
marrow cells harvested from 6 to 10 weeks old donors were
depleted of red cells and enriched in lineage marker negative
(Lin−) hematopoietic cells through the elimination of cells that
have either reached a committed precursor status or have
already matured into differentiated cells such as, monocytes/
macrophages or granulocytes. When donor mice are not T/B cell
deficient as previously used (Arnold et al., 2004; Holst et al.,
2006b), this treatment would also ensure the removal of
recirculating mature lymphocytes. In such an approach, bone
marrow cells are labelled with lineage antigen-specific,
biotinylated monoclonal antibodies followed by anti-biotin
magnetic microbeads. Labelled cells were then retained on a LS
Miltenyi column exposed to a magnetic field. The cells passing
through the column are enriched in untouched, Lin− cells. A
second round of enrichment was performed using the same
procedure prior to separation on a MS column. The totality of
Linbright cells were removed. About one third of the recovered
cells harbored a very low level of Lin staining (geometric mean
fluorescence intensity five to six time lower than that of Linbright
cells (not shown)). A flow cytometry-coupled immuno-
fluorescence analysis indicated that 60 to nearly 80% of Lin−
enriched cells expressed a high level of CD117/c-Kit, a lineage
marker expressed by most hematopoietic stem cells and Lin−
hematopoietic progenitor cells in the mouse bone marrow
(reviewed in Bryder et al., 2006) (Fig. 1). The number of
CD117+ cells that could be recovered from a single RAG°NOD
donor mouse after two rounds of enrichment was 0.59×106±
0.12 (mean±SD, n=12).
3.2. Retroviral transduction of Lin− hematopoietic cells
To determine the potential of Lin− hematopoietic cells to be
used as transduction target for the generation of TCR retrogenic
mice, we used a retroviral construct encoding αβ chains of the
PA21.14H4 TCR that recognizes the 12–27 epitope of hen egg
lysozyme (HEL) in the context of the I-Ag7 MHC class II
molecules (Burton et al., 2008). Using this construct, we
produced culture supernatant containing retroviral particles
(see the Materials and methods section for supernatant
production). Lin− bone marrow cells were cultured in a media
adapted for the expansion of haematopoietic progenitor cells
(StemSpan SFEM media) supplemented with 10% FCS and a
cocktail of cytokines (IL-3, IL-6 and SCF) to promotemitosis. The
next day, the complete StemSpan media was replaced with
filtered retrovirus-containing supernatant and spin-infection
was performed at 32 °C in the presence of polybrene and
cytokines. A second spin-infection was performed the following
day. After three days of culture that corresponded typically to a
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Fig. 2. Retroviral transduction of Lin− hematopoietic cells. Flow cytometry analysis of Lin−-enriched Rag-1−/− NOD bone marrow cells the day of hosts
reconstitution. After Lin− cell enrichment (day 0), bone marrow cells were cultured overnight in the presence of IL-3, IL-6 and SCF and spin-transduced twice at
24-hour interval (day 1 and 2) in the presence of supernatant containing retroviral particles and polybrene. Cells were collected at day 3, and the transduction
efficiency was estimated by visualizing the fraction of cells harboring the GFP fluorescence signal. The FL2 channel was used to minimize the effect of
autofluorescence. The values represent the percentage of GFP positive cells (18.3±4.4; mean±SD, n=10). Upper panels: non-transduced Lin−-enriched bone
marrow cells. Bottom panels: PA21.14H4 TCR construct transduced Lin−-enriched bone marrow cells after 3 days of culture.
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Table 1
Enhanced reconstitution potential of transduced Lin− bone marrow cells relative to transduced bone marrow cells from 5-FU-treated donors.
5-FU treated donorsa Lin− enriched BM cells
Experiment 1 2 3 4 1 2 3 4 5
Host mice/expt. (n) 12 13 10 10 3 5 5 6 6
Inoculum (×106 cells) 1.7 1.8 1.8 1.8 1.6 1.8 2.1 1.7 1.8
Transduction level (% GFP+ cells)b 21 25 23 20 21 11 12 23 25
% Reconstituted hostsc 50 54 40 40 66 100 80 100 83
All mice were analyzed between days 28 and 32 after reconstitution except in expt. # 1 of the Lin− cell-enriched procedure where mice were analyzed at day 42.
Note the higher proportion of reconstituted host mice in the case of transduced Lin− bone marrow cells relative to transduced bone marrow cells from 5-FU
treated donors.
a Donor mice were treated intraperitoneally with 150 mg/kg 5-FU for 48 h prior to bone marrow extraction from tibias and femurs. Bone marrow cells were
cultured for two days in the presence of recombinant IL-3, IL-6 and SCF and submitted to two rounds of spin-infection as described in Materials and methods.
b The relative frequency of GFP+ cells among cultured bone marrow cells was determined by flow cytometry the day of intravenous injection to irradiated hosts.
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Fig. 3. Thymocytes from PA21.14H4 TCR retrogenic mice. (A) Flow cytometry-coupled immuno-fluorescence analysis of thymocytes from PA21.14H4 (PA21) TCR
retrogenic mice 4.5 weeks after reconstitution (bottom panels). Thymocytes were stained for CD4, CD8α and TCRCβ. The CD4/CD8 distribution (third plot from
left) was plotted after gating on GFP positive cells. The histograms display surface expression of the PA21.14H4 TCR by immature CD4+CD8+ double positive (DP)
cells (open histogram) and mature CD4+CD8− (CD4SP) cells (open histogram with thick line) after staining for the constant domain of the TCR β chain. The
shaded histogram represents unstained thymocytes. A normal NOD mouse was included in the analysis (top panels). In that case, GFP− cells were gated. The
values represent the percentage of gated cells. (B) Thymus cellularity, relative frequency and absolute number of GFP+ thymocytes from PA21.14H4 TCR
retrogenic mice. (C) Numbers and percentages of DP and CD4SP cells among GFP+ thymocytes. For (B) and (C), data represent mean±SD (n=4).
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washed and prepared for intravenous injection. At that point, the
relative frequency of cells positive for GFP fluorescence ranged
from 12 to 25% (Fig. 2). Such a range was sufficient to efficiently
reconstitute host mice and derive TCR retrogenic mice. In fact,
under conditions of comparable retroviral transduction efficien-
cy, we obtained more reconstituted host mice with the Lin−
cell-enrichment procedure than with 5-FU treatment of bone
marrow donors (Table 1). Of interest was the fact that under
such conditions, we were able to use a 1:2 donor:recipient ratio
while the 5-FU based approach required a 1 to 1 donor-recipient
ratio (Holst et al., 2006b)
3.3. PA21.14H4 TCR retrogenic thymocyte development
Irradiated Cα−/− NOD mice reconstituted with retrovirally
transduced Lin− hematopoietic cells were analyzed four to five
weeks post reconstitution for the developmental status of
thymocytes. The thymi from PA21.14H4 TCR retrogenic mice
were processed to prepare cell suspensions prior to
immuno-staining for surface expression of the CD4 and CD8
coreceptors and of theαβ TCR. Fig. 3A shows the FACS analysis
of thymocytes. Under the conditions described here, virtually
all recipient mice harbored a sizable pool of GFP+ (i.e.
retrogenic) thymocytes. While there was some variation in
the fraction of GFP-expressing thymocytes between individual
mice (Fig. 3B), the CD4/CD8distribution of such retrogenic cells
was consistent with an efficient developmental progression of
the most immature thymocytes: about 90% of retrogenic cells
were CD4CD8 double positive (DP) cells expressing a low level
of TCR on their surface (Fig. 3C and A). Those cells are the cells
susceptible to be positively selected upon interaction with
permissive self-peptide:I-Ag7 complexes on the thymic epi-
thelium. As expected for a MHC class II-restricted TCR,
PA21.14H4 TCR retrogenic DP cells undergoing positive
selection progressed to the CD4 single positive (CD4SP) cell
subset that corresponds to their mature counterparts. During
this progression, the retrogenic thymocytes elevated their TCR
expression level (Fig. 3A) indicating that positive selection
signals received upon interaction with thymic stromal cells
were appropriately translated into cellular maturation.
3.4. PA21.14H4 TCR retrogenic T cells exit the thymus and
populate peripheral lymphoid organs
Examination of the blood at ten weeks post reconstitution
showed that all PA21.14H4 TCR retrogenic mice analyzed had
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Fig. 4. Peripheral lymphoid organs from PA21.14H4 TCR retrogenic mice. (A) Flow cytometry-coupled immuno-fluorescence analysis of blood cells (top),
splenocytes (middle) and lymph nodes (LN) cells (bottom) from PA21.14H4 TCR retrogenic mice 10 to 11 weeks after reconstitution. Cells were stained, and data
are represented, as in Fig. 3. The CD4/CD8 distribution (center panels) was plotted after gating on GFP positive cells (left panels). The shaded histogram
represents the respective unstained peripheral mononuclear cells. A representative PA21.14H4 TCR retrogenic mouse and a normal NOD mouse are shown. The
values represent the percentage of gated cells. (B) Percentage of CD4+ cells among peripheral GFP+ cells from PA21.14H4 TCR-retrogenic mice. Data represent
mean±SD (n=4). (C) Number of peripheral GFP+CD4+ T cells from PA21.14H4 TCR retrogenic mice. Data represent mean±SD (n=4).
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circulating GFP positive cells and that such cells were essentially
CD4bright cells that expressed a TCR on their surface (Fig. 4A,B).
This feature confirmed that PA21.14H4 TCR retrogenic T cells
were largely skewed toward expression of CD4. Very few of the
GFP+ cells were CD8+ cells and those were lacking TCR (not
shown). Consistent with this, spleen cells from retrogenic mice
contained GFP+ cells that were CD4brightTCR+ cells (Fig. 4A,B).
As to lymph node (LN) cells, since subcutaneous LN were very
small at that time point, we focused our analysis on mesenteric
LN cells. We found that one quarter to two thirds of cells were
GFP+ (49.5±19.7; mean±SD, n=4) and, like in blood and
spleen, were CD4brightTCR+ cells (Fig. 4A,B). In some mice, a
subset of CD4−CD8−GFP+ cells was detected, essentially in the
spleen and blood, but none such cells were TCR positive (not
shown). Of note, the TCR expression level of CD4bright cells was
consistent among all mice: the TCR MFI of GFP+CD4+ cells was
24±4.1 and 19±4.2 for spleen and LNs respectively (mean±
SD, n=4). This TCR expression level is low relative to that of
CD4+ T cells from WT NOD mice but, as previously described
(Burton et al., 2008), appears characteristic of PA21.14H4 TCR
retrogenic peripheral CD4+ T cells. Altogether, the results
indicate thatmature PA21.14H4 TCR retrogenic T cells effectively
exit the thymus to populate the peripheral lymphoid organs.
3.5. Phenotype of peripheral PA21.14H4 TCR retrogenic T cells
To gain insight into the activation status of PA21.14H4 TCR
retrogenic T cells in peripheral lymphoid organs, we stained
splenocytes and mesenteric LN cells for CD44 and CD62L
expression (Fig. 5A). We observed that the vast majority of
GFP+CD4+TCR+ cells from LN were CD44lowCD62Lhigh cells, a
phenotype consistent with that of naivemurine T cells (Fig. 5B).
In contrast, splenic GFP+TCR+ cells often contained a sizable
fraction of cells harboring a CD44highCD62Llow/int phenotype
(Fig. 5C). Such a “non-naive” phenotype is reminiscent of the
phenotypic changes that can be observed for CD4 T cells
populating lymphoid organs of lymphopenic hosts (Sprent and
Surh, 2011). It is likely that lymphopenia-induced proliferation
does impact the phenotype of TCR retrogenic CD4+ T cells
populating the periphery of irradiated hosts. However, the
reasons for a differential impact between spleen and LN cells
remain unclear. Nevertheless, the data reveal that T cells with a
nearly naïve CD4+ T cell status can be isolated from PA21.14H4
TCR retrogenic mice.
3.6. Peripheral PA21.14H4 TCR retrogenic T cells are functional
To determine whether PA21.14H4 TCR retrogenic T cells
from peripheral lymphoid organs were functional, we
isolated peripheral CD4+ T cells by negative selection using
antibodies and magnetic beads. CD4+ T cells were stimulated
in vitro in the presence of irradiated NOD splenocytes and
antigens. We found that PA21.14H4 TCR retrogenic T cells
proliferated in response to both native HEL and HEL12–27
peptide (Fig. 6A). While the cells also responded to anti-CD3/



























































































































































































Fig. 5. Phenotype of peripheral PA21.14H4 TCR retrogenic T cells. (A) Flow cytometry-coupled immuno-fluorescence analysis of splenocytes (SPL) and lymph nodes
(LN) cells from PA21.14H4 TCR retrogenic mice 11 weeks after reconstitution. Cells were stained for CD44, CD62L and TCRCβ. The TCR histogram (center panels) was
plotted after gating on GFP positive cells (upper panels). The bottom panels display the CD44/CD62L distribution by CD4+TCR+ cells. A representative PA21.14H4 TCR
retrogenicmouse (right panels) and normal NODmouse are shown (left panels). The values represent the percentage of gated cells. (B, C) Percentage of CD44loCD62Lhi
and CD44hiCD62Llo cells among CD4+TCR+ cells from PA21.14H4 TCR retrogenic mice. Data represent mean±SD (n=4).
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binding, RI22 peptide (the 755–777 region of the tyrosine
phosphatase-like IA2β) (Fig. 6B). The data indicate that
PA21.14H4 TCR retrogenic T cells that exit the thymus and
populate peripheral lymphoid organs are able to react
specifically with their cognate ligand in vitro.
4. Concluding remarks
Through the targeting of lineage antigen-negative bone
marrow cells for retroviral transduction in vitro, we successfully
generated TCR retrogenic mice displaying an appropriate
intrathymic T cell development and containing functional
mature retrogenic T cells in peripheral lymphoid organs. Using
transduction of Lin− cells, we obtainedmore recipientmicewith
a sizeable pool of retrogenic thymocytes than with the 5-FU
procedure and were able to use less donor mice as well. Thus,
Lin− bone marrow cells from pharmacologically unmanipulated
donors represent an appropriate source of haematopoietic stem
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Fig. 6. Functionality of peripheral PA21.14H4 TCR retrogenic T cells. (A)
Proliferative response of CD4+ T cells from a PA21.14H4 TCR retrogenic
mouse following stimulation with polyclonal activators (1 μg/ml anti-CD3/
CD28) or upon antigenic stimulation with either 10 μg/ml HEL protein
(HEL), 3 μg/ml HEL12–27 peptide or an irrelevant peptide (RI22, 10 μg/ml) in
the presence of irradiated NOD splenocytes. The read out was the
incorporation of 3H thymidine. Data represent mean±SD of duplicate
culture. (B) Proliferative response of PA21.14H4 TCR retrogenic CD4+ T cells
to 3 μg/ml HEL12–27 versus RI22 peptide stimulation. Background values
corresponding to culture without Ag were subtracted from the experimental
values (Δ cpm). Data represent mean±SD of stimulation performed for 3
individual mice. p=0.00026.
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While the molecular study of the common immunoglobulin (IG) translocations, 
hallmarks of B-cell lymphomas, led to the discovery of seminal cancer genes such 
as MYC and BCL2, cloning of other less frequent rearrangements has also identified genes 
with critical biological functions, including BCL10and BCL11A. Therefore, molecular cloning 
of rare IG-related translocations may still pinpoint genes with unappreciated roles in 
lymphomagenesis. We identified a novel chromosomal translocation t(10;14)(q24;q32) 
involving the IGH locus in a case of mature B-cell lymphoma in leukemic phase. Molecular 
cloning by long-distance inverse PCR revealed involvement of NKX2-3. Subsequent 
screening of lymphoma cases with 10q chromosome breaks using fluorescence in 
situ hybridization identified a t(10;14)(q24;q12) translocation fusing NKX2-3 with TCRA. 
Both cases were classified as atypical low-grade mature B-cell lymphoma and exhibited 
increased expression of NKX2-3 with respect to normal B lymphocytes. In addition, NKX2-3 
over-expression using quantitative RT-PCR and immunohistochemistry was detected in 42 of 
166 (25%) primary mature B-cell lymphoma samples, including 15 of 29 (51%) splenic 
marginal zone lymphomas (SMZL), 14 of 46 (30%)  mucosa-associated lymphoid tissue 
(MALT) lymphomas, and 13 of 42 (31%) diffuse large B-cell lymphomas (DLBCLs), but not 
in follicular lymphomas (0 of 18), mantle cell lymphomas (0 of 8) or chronic B-cell 
lymphocytic leukemias (0 of 23). NKX2-3 belongs to the NKX family of homeodomain 
transcription factors that regulate cell-specific gene expression during differentiation and 
development. In mice, Nkx2-3 is essential for spleen and MALT development by regulating 
lymphocyte migration and homing to these sites. To determine whether NKX2-3 might, like 
some other family members, play an oncogenic role in hematopoietic neoplasms, Eμ-NKX2-
3 transgenic mice were generated in which the EμSR enhancer drove restricted expression of 
human NKX2-3 to lymphocytes. Mice were fertile and developed normally. However, from 4 
months of age, a progressive block in the pro-B (B220+CD19+Kit+) to pre-B cell 
(B220+CD25+) transition was detected in the bone marrow (BM), accompanied by a decrease 
in the number of circulating B220+IgM+ B lymphocytes. Notably, an expansion of 
CD21highCD23low marginal-zone splenic B cells was identified, which correlated with 
progressive spleen enlargement upon ultrasound monitoring of transgenic animals. From ~12 
months of age, mice started to develop clinical signs of disease and were euthanized, showing 
massive splenomegaly (5-10 times larger than normal controls) in all cases (n=46). 
Histolopathological analysis of enlarged spleens revealed a complete red pulp infiltration of 
large and irregular nodules composed of cells with a biphasic morphology comprising an 
inner zone of small lymphocytes and a peripheral zone of larger lymphoid cells. 
Immunohistochemical studies showed that the infiltrating cells were mature CD20+IgM+IgD-
 B lymphocytes, with reactive CD3+ T lymphocytes, results that were concordant with flow 
cytometry studies. In 55% of the mice, additional extranodal tumors involving the lungs, liver 
and kidneys were detected, showing infiltrates of small mature B lymphocytes. Study 
of Igh, Igk and Igl rearrangements by PCR and sequencing revealed that most lymphomas 
were of clonal origin. Using gene expression microarray analysis, a significant overlap was 
found between the transcriptional signatures of the mouse NKX2-3 splenic lymphomas and 
human SMZLs, including genes known to be involved in human SMZL pathogenesis such 
as Notch2, Jun, Junb, Cyclin-D2,Ikzf3, Cxcr4, Traf5 and Maml2, as well as other genes 
implicated in mature B-cell lymphoma development such as Bcl3, Pax5, Bcl11a, 
Foxo3, Cebpb, Litaf, Socs1, IL10, Ccl5 and Cdkn1a. Taken together, these data indicate that 
the murine tumors closely resembled human splenic and extranodal marginal-zone (MALT) 
lymphomas. Furthermore, analysis of splenic and extranodal lymphomas from mice older than 
18 months revealed areas of high-grade transformation to DLBCL, further highlighting the 
parallelism between splenic and human lymphomas. In conclusion, NKX2-3 protein is over-
expressed in a subset of patients with SMZL, MALT lymphoma and DLBCL, and that the 
ectopic expression of NKX2-3 in mouse B lymphocytes recapitulates the main features of the 
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